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Estudio estructural de péptddos de interés biomédico
1.1. Estructura y función de la membrana celular
La membrana celular engloba la célula definiendo sus límites, manteniendo las 
diferencias entre el citosol y el entorno extracelular. Los gradientes de concentración 
de iones a través de la membrana, establecida mediante proteínas especializadas, 
pueden producir el transporte transmembrana de ciertos solutos seleccionados o 
producir y transmitir señales eléctricas en el caso de células nerviosas y musculares. 
Las membranas biológicas están formadas básicamente por una fina capa de lípidos 
y proteínas unidas principalmente por interacciones no covalentes. La bicapa 
lipídica proporciona la estructura básica fluida de membrana y sirve como una 




Figura 1.1. Estructura de la membrana celular. A) imagen de microscopía electrónica. B) 
representación en dos dimensiones. C) representación en tres dimensiones.
Los lípidos constituyen el 50% de la masa en la mayoría de las células animales y 
prácticamente el resto son proteínas1. Estas moléculas lipídicas son antipáticas, con 
una región hidrofílica polar y otra hidrofóbica no polar. Los lípidos más abundantes 
en la membrana celular son los fosfolípidos2. Estos tienen una cabeza con grupos 
polares y dos cadenas alquílicas. Estas cadenas siempre pertenecen a ácidos grasos y 
pueden presentar diferentes longitudes, normalmente entre 14 y 24 átomos de 
carbono. Una de las cadenas siempre presenta una insaturación en conformación cis. 
Las diferencias en la longitud de las cadenas hidrofóbicas y la posición de la 
insaturación tiene una gran influencia en el empaquetamiento de las moléculas de 
fosfolípido, afectando a la fluidez de la membrana. La naturaleza anfitática y la 
estructura de los lípidos hace que formen bicapas espontáneamente en disoluciones 
acuosas. Los grupos polares se disuelven fácilmente en agua ya que pueden 
interaccionar favorablemente con las moléculas de agua electrostáticamente o
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mediante puentes de hidrógeno. Por el 
contrario, los grupos apolares no pueden 
formar interacciones energéticamente 
favorables mientras que la ordenación de 
las moléculas de agua a su alrededor 
aumenta la energía libre por reducción de 
la entropía. Sin embargo, el coste de 
energía libre se puede minimizar mediante 
la asociación de los grupos hidrofóbicos 
reduciendo así el número de moléculas de 
agua ordenadas, reduciendo el efecto sobre 
la entropía del sistema. Esta es la razón 
por la cual las moléculas lipídicas se 
agregan espontáneamente enterrando sus 
cadenas apolares y exponiendo la cabeza 
hidrofílica al agua mediante la formación 
de micelas o bicapas.
Doble enlace
Figura 1.2. Estructura de un fosfolípido
Como ya se ha explicado, la función básica de la bicapa lipídica es la de ser una 
barrera que permita mantener concentraciones de solutos diferentes entre el citosol y 
el fluido extracelular, e incluso, entre los diferentes compartimentos intracelulares. 
En general, pequeñas moléculas apolares como 0 2 y C 0 2 se difunden rápidamente a 
través de la bicapa. Pequeñas moléculas polares sin carga también son capaces de 
difundirse a través de la bicapa, pero mucho más lentamente. Por otro lado, la bicapa 
lipídica es muy impermeable a moléculas cargadas o iones, independientemente de 
su tamaño, ya que la carga y el alto grado de hidratación impiden el paso de Estos a 
la fase hidrocarbonada de la bicapa. Así pues, una bicapa lipídica sintética que 
carece de proteínas de membrana puede ser hasta 109 veces más permeable al agua 
que a pequeños iones como el Naf o K+.
1.2. Vías de transporte a través de la membrana
Debido a las limitaciones ya mencionadas que plantean las bicapas lipídicas a la 
difusión de ciertos solutos las células han desarrollado vías alternativas para el 
transferencia de ciertas moléculas solubles en agua a través de su membrana con el 
objeto de ingerir nutrientes esenciales, excretar productos de desecho de procesos 
metabólicos o regular la concentración iónica intracelular. Dicho transporte a través 
de la bicapa se realiza mediante proteínas transmembrana especializadas, 
responsables cada una de la transferencia de un determinado ion o molécula’’4. Las 
proteínas transmembrana de transporte se pueden clasificar principalmente en dos
6
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clases: proteínas portadoras y proteínas canal. Las proteínas portadoras5 se unen 
específicamente al soluto y mediante una serie de cambios conformacionales 
transfieren el soluto a través de la membrana. Este transporte puede ser pasivo, a 
favor del gradiente de concentración, o activo mediante un consumo de energía, en 
contra del gradiente de concentración. Las proteínas canal6,7, por el contrario, 
interaccionan más débilmente con el soluto transportado y siempre realizan un 
transporte pasivo. Estas proteínas se centran específicamente en el transporte de 
iones, por ello también se denominan canales iónicos. Dos propiedades 
fundamentales distinguen estos canales iónicos de simples poros acuosos: su alta 
selectividad, ya que únicamente dejan pasar iones con la carga y el tamaño 
apropiados, y que los canales iónicos no están siempre abiertos, esta vía se abre y se 
cierra en respuesta a ciertos estímulos como por ejemplo el voltaje a través de la 
membrana o la unión a un ligando.
Un medio alternativo para aumentar la permeabilidad de la membrana a iones 
específicos son los ionóforos, pequeños péptidos hidrofóbicos con capacidad para 
disolverse en la membrana. La mayoría son sintetizados por microorganismos 














Figura 1.3. Mecanismos de transporte a través de la bicapa lipídica.
biólogos como herramienta para aumentar la permeabilidad a los iones tanto en 
bicapas sintéticas como en células. Los ionóforos operan apantallando la carga del 
ion transportado durante la penetración del mismo en la zona hidrofóbica de la 
membrana. Dado que los ionóforos no están asociados a fuentes energéticas 
permiten el movimiento de iones únicamente a favor de los gradientes 
electroquímicos. Se pueden diferenciar dos tipos transportadores de iones móviles y
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de canal. La valomicina8,9 es un ejemplo de transportador de iones, es un polímero 
con forma de anillo que transporta iones K+ mediante la complejación del ion a un 
lado de la bicapa lipídica, posteriormente se difunde a través de la membrana para 
liberar el K+ al otro lado de la membrana. Un ejemplo de ionóforo canal es la 
Gramicidina A, la cual adopta conformaciones de tipo hélice que atraviesa la 
membrana celular para formar, probablemente, el canal transmembrana más simple 
conocido. Producida durante la fase de esporulación2 por la bacteria Bacilus brevis10, 
esta proteína posiblemente tiene por objeto la eliminación de otros microorganismos 
mediante el colapso de los gradientes de concentración de H \ Na+ y K+ esenciales 
para su supervivencia, de ahí su utilidad como antibiótico.
En resumen, los canales iónicos de membrana son la principal vía de comunicación 
a través de las membranas celulares y las responsables de regular la actividad 
eléctrica en el sistema nervioso o la influencia de hormonas o drogas11 en las 
funciones celulares. La comprensión de los mecanismos de estos canales a nivel 
molecular pueden llegar a desvelar las posibles causas y por tanto los posibles 
tratamientos de algunos desórdenes neurológicos como por ejemplo epilepsia, 
depresión y ansiedad12. También mediante el uso de esteroides neuroactivos capaces 
de modular la actividad de los canales iónicos es posible corregir déficits de 
memoria asociadas a la edad13 o alteraciones del sueño14. A nivel muscular 
recientemente se ha descubierto la influencia de los canales transmembrana en el 
crecimiento del músculo liso vascular lo que ha supuesto una nueva vía para el 
tratamiento de desórdenes vasculares proliferativos producidos por un crecimiento 
excesivo del tejido muscular liso15.
Los segmentos peptídicos transmembrana se caracterizan principalmente por tener 
una alta hidrofobicidad promedio de los aminoácidos adyacentes. Normalmente si la 
proteína adopta una conformación hélice a  una secuencia de 20 a 23 aminoácidos de 
alta hidrofobicidad es suficiente para formar un segmento transmembrana, mientras 
que para una conformación de hoja P menos de la mitad de este número es suficiente 
siempre que las hojas P no estén inclinadas16.
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1.3. La Gramicidina como modelo estructural de canal 
iónico transmembrana.
Debido a sus peculiares características como son su 
pequeño tamaño, su solubilidad, fácil cristalización y 
función perfectamente conocida; la gramicidina
resulta muy interesante para el estudio de los canales 
iónicos. Por ello, ha sido ampliamente utilizada como 
herramienta para el análisis de la conducción de iones 
a través de la membrana celular'7 '9. Además, su 
actividad ha encontrado aplicación como antibiótico 
en la preparación tópica oftálmica, en el tratamiento 
de quemaduras, como espermicida e incluso
recientemente ha sido propuesto como agente antiviral 
anti-SIDA20.
La característica principal de la gramicidina es su 
secuencia de aminoácidos D, L alternados. Este 
péptido no contiene aminoácidos cargados ni polares, 
por tanto es prácticamente insoluble en medio acuoso, 
pero es soluble en gran variedad de fosfolípidos, 
alcoholes u otros disolventes orgánicos. Por su 
reducido tamaño, sólo 15 residuos hidrofóbicos21, y 
por su flexibilidad, la gramicidina puede adoptar una serie de conformaciones en 
función del medio. Los tipos principales de conformaciones de Gramicidina se
pueden clasificar en estructuras de diméricas de hélice simple22 o doble hélice23. El
dímero de hélices simples está formado por dos hélices monoméricas asociadas 
ambas por la región N-terminal (Urry, 1972)22, Figura 1.4. Esta conformación tiene 
6.3 residuos por vuelta y forma un tubo cilindrico con 12 enlaces de puentes de 
hidrógeno intramoleculares paralelos tipo hoja (3 entre residuos de vueltas 
adyacentes de cada monómero. La unión entre ambos monómeros se produce
mediante seis enlaces de puentes de hidrógeno intermolecular. Esta estructura
muestra una conductancia específica de cationes monovalentes. Esta es la 
conformación mayoritaria en membranas fosfolipídicas sintéticas saturadas24. Ha 
sido determinada esta estructura por RMN 2D en micelas de dodecil sulfato de 
sodio ’ y estudios de RMN en estado sólido en bicapas orientadas . Sin embargo, 
la gramicidina adopta un cierto número de diferentes conformaciones en disolventes 
orgánicos23 y lípidos insaturados28. En todas estas conformaciones la asociación
/7
Figura 1.4. Estructura 
dimérica cabeza-cabeza de 
hélice (J6 3de la Gramicidina. 
A) Vista lateral. B) Vista 
superior C) esquema de 




entre los monómeros es mediante la formación de una hélice doble donde al igual 
que en las hojas P ambos monómeros pueden estar en disposición paralela o 
antiparalela enlazados mediante puentes de hidrógeno. Mediante estudios de 
cromatografía en capa fina y espectroscopia de dicroismo circular han sido 
identificadas cuatro especies diferentes23: dos hélices dobles paralelas levógiras las 
cuales difieren únicamente en el espaciado entre las cadenas laterales, una hélice 
doble antiparalela levógira y una doble hélice paralela destrógira. Estos confórmeros 
muestran diferentes patrones en los espectro de dicroismo circular23. Dichos 
resultados se confirman mediante la aparición de distintos conjuntos de picos en los 
espectros de RMN 2D de la mezcla en equilibrio29.
Las primeras estructuras detalladas de especies hélice doble fueron determinadas 
mediante cristalografía de rayos X tanto para la gramicidina libre de iones30 como 
formando complejos con CsCl en etanol31. En ambas condiciones la gramicidina 
adopta una estructura de hélice doble antiparalela levógira. Sin embargo, en el caso 
del complejo con cesio el paso de rosca es menor mientras que el diámetro de poro 
es mayor. Posteriormente las diferentes estructuras en equilibrio propuestas por 
Brystov y Arseniev en 1988 para la gramicidina en etanol han sido caracterizadas 
mediante estudios de RMN 2D en diferentes medios. En estos estudios se determinó 
la estructura detallada de una hélice doble antiparalela levógira en disolución 
etanol/benzeno32,33 y una hélice doble paralela destrógira en dioxano34. La estructura 
de hélice doble antiparalela levógira en disolución etanol/benceno es muy similar a 
la estructura observada mediante cristalografía de rayos X de la gramicidina sin 
complejar con iones. También mediante espectroscopia de RMN 2D se obtuvo la 
estructura de alta resolución de gramicidina para la conformación de hélice doble 
paralela levógira en solución CaCl2/metanol3S. En la actualidad algunos autores han 
planteado la posibilidad de que la conformación de hélice doble pueda presentar 
también actividad como canal iónico36. Sin embargo, esto ha despertado cierta 
controversia frente a los autores que defienden que es la estructura de hélice simple 
dimérica cabeza-cabeza la que presenta actividad37.
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1.4. Características estructurales de las conformaciones 
de hélice p.
Las diferentes conformaciones de tipo hélice p que adopta la Gramicidina 
son debidas en gran medida a la alternancia de residuos D y L en su 
secuencia. Tomando como modelo la estructura propuesta por Urry para la 
gramicidina22, Ramachandran y Chandrasekaran determinaron en los afios 70 
mediante estudios de energía conformacional las estructuras energéticamente 
permitidas para polialaninas D,L alternadas38,39 (Tabla I). En este estudio se 
observa que las estructuras de tipo hélice P se caracterizan por adoptar 
valores de <J> y cp típicos de la región P del diagrama de Ramachandran ’8, y 
estar estabilizadas por un sistema de puentes de hidrógeno de forma similar 
al que presentan las estructuras P polipeptídicas, ya que grupos NH (o CO) 
sucesivos muestran una orientación relativa opuesta y paralela al eje de la hélice’8,39, 
Figura 1.5. Esto sugiere que la conducción de iones a través del canal se produce 
mediante interacciones dipolares y no de Van der Waals. Otra característica 
importante es que el enlace Ca-Cp es prácticamente perpendicular al eje de la hélice, 
tanto en las hélices sencillas como en las dobles. Por tanto, parece ser que las 
cadenas laterales hidrofóbicas no deben jugar un papel crucial en la conducción de 
iones. Sin embargo, las cadenas laterales hidrofóbicas amortiguan el efecto de las 
perturbaciones externas del medio sobre la red de puentes de hidrógeno y en 
consecuencia el canal.
TABLA I
Parámetros característicos algunas estructuras hélice (3 destrógiras3
Tipo de Angulos dihedros
nb rc(A)
Hélice Vl <1>yd
P44 -80 100 125 -85 2,28 2,8
P63 -106 122 140 -130 3,14 3.9
n p 5,6 -145 180 115 -75 2,93 3,0
n p 7,2 -145 165 135 -105 3,59 4,0
U p 90 -140 160 145 -135 4,51 5,0
n p 107 -160 155 160 -135 5,52 6,0
TTp56 -120 140 146 -100 2,82 3,0
TTp56 -145 144 155 -106 3,51 4.0
Valores obtenidos mediante cálculos de energía conformacional del poli(L-Ala-D-Ala)11,12. A) Las hélices 
levógiras se pueden obtener realizando los cambios <t>L = -  ^  VL -  -  VD> ^  = "  \  ^ ^  = '  VL-
Número de unidades dipeptídicas por giro. C) Radio medio C a  de la hélice.
Figura 1.5. Detalle de la 
alternancia de la orientación 
de los puentes de hidrógeno 
en la estructura dímera 




Principalmente la estabilización de los distintos tipos de hélices P depende de 
factores como son el disolvente, longitud de la cadena principal, ramificación de la 
cadena lateral, grupos terminales y metilación de la cadena principal40.
La influencia del disolvente y el estudio de las interacciones entre péptido y 
disolvente ha sido abordado en diversas ocasiones. Este es caso del poli(y-benzil- 
glutamato)41,42 que adopta una conformación de doble hélice p72 en cloruro de 
metileno, de doble hélice p9 0 en cloroformo y de doble hélice p10 8 en (2,4,6-trimetil- 
piridina), lo que indica que el tamaño de la hélice aumenta cuanto mayor es el 
tamaño de la molécula de disolvente. En consecuencia los autores han propuesto que 
la formación de estas estructuras están estabilizadas por la inclusión de moléculas de 
disolvente dentro de la hélice.
Por otro lado, la influencia de la cadena lateral es debida principalmente a las 
repulsiones estéricas. Se observa una mayor tendencia a formar p5 6 hélice frente a 
P4 4 hélice cuanto mayor es la ramificación de la cadena lateral, ya que la primera 
presenta un radio interno mayor, lo que hace que las cadenas laterales estén 
espacialmente más separadas. Esto influye en el diámetro interno de la hélice el cual 
es un factor crucial para la selectividad del canal en el transporte, ya que excluye los 
iones por tamaño y determina la conductividad transmembrana. Por tanto, este es un 
factor crítico a la hora de elucidar las reglas que permitan el diseño dirigido de 
canales iónicos para aplicaciones concretas.
La existencia en la naturaleza de péptidos que contienen un residuo N-metilado ha 
fomentado el estudio de cómo estos residuos modifican la estructura y con ello la 
actividad del péptido43. La N-metilación de un residuo tiene dos consecuencias 
inmediatas: genera la posibilidad de isomería cis-tras para el enlace amídico terciario 
y elimina la posibilidad de formación de puente de hidrógeno44,45. Estudios previos 
sobre análogos N-metilados46 indican que la metilación genera una dramática 
tendencia a formar hélices p. En estos análogos las estructuras de hoja a-plegada se 
ven desestabilizadas por la presencia del grupo metilo que interfiere la formación de 
enlaces de puente de hidrógeno, mientras que la mayor estabilidad de las 
conformaciones de tipo hélice P hace que no se vean prácticamente afectadas.
También, experimentalmente se ha demostrado que la naturaleza del grupo terminal 
puede influir a nivel conformacional o modifica el estado de agregación del péptido. 
Un ejemplo de este caso es el del péptido HCO-L-Ile-(D-Ile-L-Ile)4-OMe y su 
homólogo protegido con Boc-47. Mediante espectroscopia de RMN-1D se obtiene 
que el primero muestra mayoritariamente una estructura dimérica cabeza-cabeza de 
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hélice (344, mientras que el derivado protegido con Boc se observa únicamente la 
presencia del monómero.
Un detalle a tener en cuenta es que factores como la naturaleza del grupo terminal y 
longitud de la cadena no solo van a influir indirectamente en la actividad del péptido 
al inducir la conformación que adopta, si no también directamente, ya que pueden 
alterar el mecanismo o la velocidad de difusión mediante el cual se realiza la 
conducción de los iones, y por tanto las propiedades del canal. Por ejemplo, la 
introducción de un grupo terminal voluminoso puede forzar a que sea necesario un 
cambio conformacional como paso previo al transporte iónico.
La posible aplicación farmacológica y terapéutica de los péptidos con actividad 
como canal iónico, ha hecho que sean un objetivo prioritario en los estudios de 
diseño de proteínas. Estos estudios se pueden realizar a través de mutagénesis de 
proteínas de función y estructura conocidas, modificando residuos relacionados con 
el centro activo o el diseño de novo de proteínas que posean una estructura 
preseleccionada y en consecuencia una cierta actividad. Sin embargo, el diseño 
dirigido solo es posible si se dispone de información previa del comportamiento de 
sistemas modelo sencillos. En consecuencia, estudios detallados de caracterización 
estructural de péptidos modelo de conformaciones de tipo hélices P pueden aportar 
las bases necesarias para el diseño racional de nuevos canales iónicos 
transmembrana. La determinación de nuevas estructuras de forma experimental es 
de gran importancia, ya que abre nuevas posibilidades dentro del campo del diseño 
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Los objetivos fundamentales de este trabajo de investigación son:
- La caracterización experimental a nivel atómico de nuevas estructuras de tipo 
hélice p.
- £1 análisis del papel de factores estructurales como la longitud de la cadena 
principal y los grupos terminales en la estabilización de los diferentes tipos de 
hélices p.
- El estudio químico físico de posibles equilibrios conformacionales de dichas 
estructuras.
- El análisis de patrones característicos que permitan identificar la formación de 
hélices P de forma sencilla mediante la medida de desplazamientos químicos en 
RMN o mediante la técnica de espectroscopia de FTIR e incluso discernir entre 
diferentes tipos de conformaciones de hélice p. Este tipo de estudio puede ser de 
gran utilidad para la evaluación de los datos experimentales como paso previo a un 
análisis en profundidad que permita la determinación estructural.
- La evaluación de características fundamentales como el tamaño de canal de las 
estructuras caracterizadas.
Para alcanzar los objetivos marcados se ha elegido y estudiado una familia de 
péptidos D,L alternados de polinorleucina. Estos péptidos adicionalmente presentan 
una N-metilación en el residuo n-3 desde el grupo NH terminal, siendo n el número 
total de residuos, con la intención de impedir la formación del puente de hidrógeno y 
restringir así el número de conformaciones posibles. Los péptidos objeto de este 







La elección de un aminoácido sintético tan poco común como la norleucina como 
base de estos péptidos no es casual, ya que presenta una cadena lateral alquílica 
lineal que hace que sea completamente hidrofóbica y que minimiza las interacciones 
de tipo estético. Como se ha explicado anteriormente, los impedimentos estéticos 
producidos por la ramificación de la cadena lateral puede influir en el paso de rosca
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de la hélice formada. Por ello, la utilización de la norleucina permite el estudio de la 
influencia de los factores de longitud y grupos terminales reduciendo la dependencia 
con la cadena lateral. Los resultados de estudios experimentales previos realizados 
con L-polinorleucinas48,49 muestran la tendencia de la norleucina a formar 
conformaciones de tipo (3.
18
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3.1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 
(RMN)
La determinación de estructuras de polipéptidos habitualmente se realiza mediante la 
técnica de resonancia magnética nuclear50,51, ya que presenta la ventaja de poder 
estudiar el péptido tanto en disolución como en estado cuasi-líquido52. La RMN 
surge de la interacción entre los momentos magnéticos de los núcleos atómicos y un 
campo magnético. £1 momento magnético de un núcleo esta asociado con el espín 
nuclear S. Solo los núcleos con S*Q tienen momento magnético. En presencia de un 
campo magnético externo los estados de espín del núcleo presentan una energía dada 
por la expresión
E = -  y m B
dónde y es la constante giromagnética típica de cada núcleo, m es el número 
cuántico de espín nuclear y B es el vector del campo magnético.
TABLA II
Propiedades magnéticas de algunos núcleos
Núcleo S Y(T s ) '1 Abundancia natural(%)
lH 1/2 2,6752 x 10“ 99,98
2H 1 4,107 x 107 0,02
13C 1/2 6,728 x 107 1,11
14n 1 1,934 x 107 99,64
15n 1/2 -2,712 x 107 0,36
170 3/2 -3,628 x 107 0,04
19f 1/2 2,5181 x 10® 100,00
23Na 3/2 7,080 x 107 100,00
3íp 1/2 1,0841 x 108 100,00
113Cd 1/2 5,934 x 107 12,26
Los núcleos de mayor interés en química orgánica y bioquímica son H, C, N, F y P. 
Todos ellos presentan isótopos de espin !4, aunque la abundancia natural de estos 
isótopos para el C y N es muy baja lo que hace que sean muy poco sensibles, Tabla 
II. El protón por su parte es el núcleo más abundante en los compuestos orgánicos y 
el de mayor momento magnético lo que lo convierte en el núcleo más idóneo para la 
investigación.
Los espectros de RMN se obtienen situando la muestra en el interior de un campo 
magnético(B0). Los núcleos con espín lA poseen dos niveles de energía no 
degenerados en presencia de un campo magnético que se alinean en orientación 
paralela a  o antiparalela (3 con respecto al campo B0. El estado a  es de menor 
energía que el P y por tanto según la distribución de Boltzmann la población en el 
estado a  es mayor a la del estado p. Esto genera una magnetización macroscópica 
neta M paralela a la dirección del campo B0 debido a la diferencia de poblaciones. 
La aplicación temporal de un pulso de radiofrecuencia Bt abate M hacia un plano X,
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Y perpendicular a B0, Figura 3.1. La magnetización transversal precesiona bajo la 
acción del campo magnético estático B0 con una frecuencia de resonancia o de 
Larmor ©0. Una vez cesa la aplicación d« B, el sistema tiende al equilibrio 
termodinámico orientando de nuevo la magnetización paralela a B0, descendiendo la 
magnetización transversal con el tiempo. El decaimiento libre de la señal (free 
induction decay-FID) se recoge y mediante una transformada de Fourier53 se 
convierten los datos en escala de tiempos a escala de frecuencias obteniendo así el 
espectro ID de RMN.





Figura 3.1. Representación según el modelo vectorial de la aplicación de un pulso de 90° (a), y 
la evolución del sistema bajo el efecto del desplazamiento químico(b).
Si no tenemos en cuenta más consideraciones todos los núcleos de una muestra 
estarían afectados de igual forma por el campo B0 y por tanto se observaría en el 
espectro una única señal. Sin embargo, los núcleos se encuentran formando 
moléculas lo que hace que estén rodeados de un entorno nuclear y electrónico 
determinado y por tanto hay una perturbación del campo magnético extemo. Esto 
hace que el núcleo perciba un campo magnético efectivo (Befec) diferente en función 
de su entorno, dando lugar a una toefeC. Este fenómeno se denomina desplazamiento 
químico.
En el caso de experimentos de RMN 2D en la secuencia de pulsos se pueden 
diferenciar las siguientes partes54: preparación, evolución, tiempo de mezcla y 
detección. El tiempo de detección es completamente equivalente al que se ha 
explicado anteriormente para el experimento ID. El tiempo t2 proporciona, después 
de realizar la transformada de Fourier, el eje de frecuencias 0 )2  de un experimento 
2D. La característica fundamental de un experimento 2D es la introducción de un 
segundo tiempo variable, el tiempo de evolución t2. Por tanto la señal obtenida va a 
ser función de dos tiempos variables L y t2. El espectro 2D es obtenido entonces 
mediante series de espectros ID en los cuales 0)2 se obtiene de la transformada de 
Fourier de cada FID. Estos experimentos monodimensionales se diferencian entre
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ellos por las intensidades y/o la fase de las señales individuales, de acuerdo con los 
incrementos introducidos en ti.
Así pues, los espectros 2D nos van a permitir obtener una representación de los 
procesos de transferencia de coherencia, apareciendo picos a frecuencias 
características entre coherencias interrelacionadas. La eficiencia en el proceso de 
mezcla determina la intensidad de estas señales. La transferencia de coherencia 
depende de las propiedades del sistema de espín como propiedades estructurales, 
dinámicas y químicas; las cuales van a influir en el entorno del núcleo 
magnéticamente activo. Además, la transferencia depende de la secuencia de mezcla 
incluido en el experimento de RMN 2D.
En la espectroscopia de RMN de alta resolución hay básicamente dos interacciones 
espín-espín, las cuales pueden ser utilizadas para producir la transferencia de 
coherencia. El acoplamiento escalar a través de los enlaces es un fenómeno bien 
conocido en RMN ID ya que produce el desdoblamiento de las señales 
observándose multipletes. Este solo es efectivo entre espines separados por unos 
pocos enlaces en la molécula, sin embargo, es particularmente útil para determinar 
conectividades y enlaces entre átomos. Adicionalmente, la magnitud del 
acoplamiento escalar es sensible a ángulos de torsión entre enlaces simples y dobles, 
lo que proporciona información acerca de la estructura conformacional55,56.
La otra interacción es el acomplamiento dipolar de dos espines, la cual se produce a 
través del espacio. Esta es la principal responsable de los procesos de relajación en 
disolución 57, sin embargo es solo observable en espectroscopia RMN ID de forma 
indirecta como la anchura de las líneas. El acoplamiento dipolar produce la 
relajación mutua entre núcleos próximos en el espacio también llamada relajación 
cruzada. La relajación cruzada da origen al efecto de aumento nuclear Overhauser 
(NOE), que consiste en la variación de la intensidad de una señal como resultado de 
la perturbación de las poblaciones de otro núcleo57. El efecto NOE depende de la 
distancia entre los núcleos y por tanto permite la determinación de distancias 
interatónicas58'61, de vital importancia para la determinación de la estructura 
tridimensional. En el caso de moléculas de elevado tamaño la medida cuantitativa de 
distancias es solo posible mediante espectroscopia RMN 2D62,63.
Por otro lado, existe un tercer mecanismo de transferencia de coherencia mediante 
procesos de intercambio, como por ejemplo una reacción química64,65. A diferencia 
de los procesos anteriores la transferencia de coherencia no se produce entre 
diferentes espines. El hecho de que un núcleo pueda tener un diferente 
desplazamiento químico cuando está en la molécula A o B es suficiente para 
observar el llamado espectro de intercambio. Este fenómeno ha encontrado
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aplicación en variedad de estudios cinéticos66,50 , no solo para la medida de 
constantes de equilibrio sino también para la determinación de proporciones y 
mecanismos de cambios conformacionales en moléculas flexibles.
Las bases para la aplicación de la espectroscopia de RMN a la caracterización y 
determinación estructural de péptidos, proteínas y ácidos nucleicos fueron sentadas 
en 1980 por Wüthrich50. La metodología clásica para este tipo de estudios se puede 
resumir en tres pasos. Primero, la asignación de resonancias e identificación de 
sistemas de espín de los aminoácidos mediante los experimentos de correlación por 
acoplamientro escalar, que permite etiquetar cada núcleo con su frecuencia 
característica y se relaciona con los núcleos a los que están enlazados, identificando 
así los diferentes aminoácidos. A continuación, mediante la asignación secuencial 
específica de estos sistemas de espín vía efecto Overhauser, se determina la posición 
de los diferentes sistemas de espín en la secuencia de la proteína. Finalmente, ya 
identificados los núcleos de la molécula se procede a determinar distancias entre 
núcleos próximos vía NOE, esta información es básica para la obtención de la 
estructura. En el presente estudio este análisis se ha llevado a cabo a través de los 
experimentos de correlación con filtro de doble cuanto (DQF-COSY), de correlación 
total (TOCSY), efecto overhauser en sistema rotatorio (ROESY) y coherencia 
heteronuclear de cuanto simple (HSQC).
La Secuencia de pulsos DQF-COSY67,68 como se puede apreciar en la Figura 3.2 
consiste en tres pulsos donde el tercer pulso convierte parte de la coherencia 
multicuántica en coherencia monocuántica. Este experimento tiene como ventaja 
principal que es sensible a la fase, por tanto, los picos cruzados pueden observarse 
con forma de línea en absorción pura en ambas dimensiones, F1 y F2. En general, un 
espectro sensible a la fase tiene mayor resolución que el equivalente en valor 
absoluto, además permite diferenciar los acoplamientos activos y pasivos. Otras 
ventajas adicionales son la cancelación parcial de los picos de la diagonal y la 
eliminación mediante el filtro de doble cuanto de señales intensas que no presentan 
acoplamiento escalar, como por ejemplo, el disolvente. Este experimento permite la 
asignación de desplazamientos químicos de núcleos enlazados y la medida de las 
constantes de acoplamiento.
El experimento TOCSY69,70 (Total Correlation Spectroscopy), Figura 3.3, utiliza un 
mecanismo de transferencia de coherencia diferente que el experimento COSY. En 
el TOCSY los picos cruzados son generados entre todos los núcleos pertenecientes a 
un sistema de espín acoplado. Una ventaja es que este experimento produce una 
señal de absorción pura. En el COSY tradicional los picos cruzados presentan una 
intensidad integrada de cero y la transferencia de coherencia queda restringida a los 
núcleos directamente acoplados. En el TOCSY, la transferencia de magnetización 
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oscilatoria establecida permite la correlación desde un núcleo a otro de un mismo 
sistema de espín incluso aunque no exista un acoplamiento directo.
Figura 3.2. Esquema de la secuencia de pulsos del experimento DQF-COSY.
La transferencia de coherencia se produce durante un periodo de bloqueo de espin 
generado mediante una secuencia multipulso. La secuencia de bloqueo de espín 
multipulso más habitual es la MLEV-17. La duración del periodo de bloqueo de 
espín determina el alcance de la transferencia de magnetización a lo largo del 
sistema de espines acoplados. Como regla general se puede aproximar que 1/(10 
J hh) son necesarios para cada paso de transferencia. La mezcla isotrópica que se 
produce durante el periodo de bloqueo de espín de la secuencia TOCSY intercambia 
tanto las coherencias en fase como las que están en antifase, lo que permite la 
transferencia de magnetización a través de varios acoplamientos durante el tiempo 
de mezcla. Otras secuencias de mezcla isotrópica comunes son la WALZ-16 y la 
DIPSI-2. En ausencia de efectos de relajación la DIPSI-2 es superior a la WALZ-16 
y a la MLEV-1751. Una cuestión a tener en cuenta con este tipo de experimentos es 
que tiempos de mezcla largos pueden permitir la observación de transferencia de 
magnetización vía acoplamiento dipolar. Esto puede provocar que picos ROE 
(rotating-frame Overhauser effect), de signo opuesto a los picos TOCSY, atenúen e 
incluso cancelen picos cruzados TOCSY de núcleos próximos que se encuentran 
dentro del mismo sistema de espín. Los efectos dipolares, por tanto, son 
especialmente problemáticos cuando es necesario el uso de tiempos de mezcla largos 
para la observación de correlaciones en sistemas de espín de una cierta extensión.
El TOCSY al igual que los experimentos de tipo COSY es útil para la asignación de
los desplazamientos químicos. En los experimentos COSY la conexión de
fragmentos de un sistema de espín entre diferentes regiones de la llamada huella
digital es habitualmente complicada, debido al solapamiento y la autocancelación
causada por la estructura fina de los picos. El experimento TOCSY permite superar
estos problemas produciendo picos cruzados entre las resonancias de la huella
digital en el extremo opuesto del sistema de espín. Por ello la gran dispersión de los
desplazamientos químicos de las resonancias HN junto con las correlaciones a lo
largo del sistema de espín juegan un papel fundamental en la asignación del sistema
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de espín. De este modo, en casos donde dos sistemas de espín tienen un 
desplazamiento químico 'Ha, la completa asignación del sistema de espín se puede 
llevar a cabo mediante la observación de correlaciones asociadas a los protones 
amida. Sin embargo, el análisis de espectros TOCSY puede inducir a dos posibles 
trampas. Cuando se observan las resonancias de una cadena lateral completa la 
asignación definitiva de la resonancia de una cierta posición dentro de la cadena 
puede no ser posible, es el caso de la arginina o Usina. Estimar la asignación 
mediante criterios de desplazamiento químico o de intensidad del pico cruzado 
TOCSY como función de la posición en la cadena alquílica no son infalibles. En 
estos casos, es necesario el uso de técnicas que transfieran la coherencia a un 
número determinado de acoplamientos para solucionar así la ambigüedad. Otro 
problema, es que la dependencia de la intensidad de los picos cruzados con el 




Figura 3.3. Esquema de la secuencia de pulsos del experimento TOCSY.
En el experimento ROESY (Rotating-frame Overhauser Effect SpectroscopY), 
Figura 3.4, se miden coherencias originadas por efecto NOE bajo condiciones de 
bloqueo de espín51,70. Este experimento es especialmente adecuado para moléculas 
que presentan tiempos de correlación (tc) tales que co * xc ~ 1, donde co es la
frecuencia angular co = y  * B. En tales casos el NOE con sistema de referencia del
laboratorio es próximo a cero, sin embargo, el NOE de sistema de referencia 
rotatorio (ROE) es siempre positivo y crece monótonamente para valores crecientes 
de xc. En el ROESY el tiempo de mezcla es durante el periodo de bloqueo de espín a 
lo largo del cual se produce el intercambio de magnetización entre espines .
Al igual que en el experimento NOESY el ROESY es una herramienta muy útil para 
elucidar detalles conformacionales de moléculas en disolución71. El hecho de que 
para que se produzca el acoplamiento dipolar entre dos átomos estos deben 
encontrarse a menos de 5 Á, permite restringir la distancia que hay entre los mismos. 
Además, la intensidad de los picos cruzados NOE es inversamente proporcional a la 
distancia, por tanto un NOE intenso indica distancias menores de 5 Á. Como ya se
26
Estudio estructural de péptidos de interés biomédico
ha comentado el ROESY presenta la ventaja de que incluso cuando a>0Tc » 1 pueden 




Figura 3.4. Esquema de la secuencia de pulsos del experimento ROESY.
Otra ventaja del ROESY frente al NOESY es que la difusión por espín produce 
contribuciones a los picos cruzados de signo opuesto a los debidos al ROE. Por 
tanto, un pico cruzado dominado por difusión de espín tendrá el mismo signo que la 
diagonal. Si por otro lado hay una pequeña interacción entre tres espines 
contribuyendo al pico ROE, esto producirá una atenuación de la intensidad medida 
que será interpretada como una distancia mayor entre los núcleos. En consecuencia, 
el límite superior de la restricción aplicada en los cálculos de estructura no puede ser 
sobrestimada.
Además, en los experimentos ROESY los picos de intercambio químico tienen el 
mismo signo que la diagonal, mientras que los generados directamente por 
relajación cruzada tienen el signo opuesto. Debido a esto, dichos experimentos son 
muy utilizados para el estudio dinámico de procesos de intercambio entre dos o más 
estados. También, su uso es habitual en la determinación de interacciones proteína- 
proteína o péptido-proteína, ya que no es posible discriminar entre relajación 
cruzada e intercambio químico mediante el experimento NOESY.
En la práctica, el experimento ROESY puede presentar el problema de que el 
bloqueo de espín es capaz de inducir transferencia entre espines acoplados 
escalarmente produciendo artefactos TOCSY69. Los picos cruzados TOCSY 
presentan el mismo signo que la diagonal, tendiendo a cancelar la relajación cruzada 
y por tanto alterando la cuantificación del ROE. Una situación más complicada son 
los picos cruzados que surgen a través de transferencias de magnetización 
consecutivas TOCSY y ROESY que tienen el mismo signo que los ROE 
dificultando la interpretación del espectro72. Afortunadamente, un bloqueo de espín 
largo a baja potencia no es muy eficaz para alcanzar las condiciones de Hartmann- 
Hahn entre dos protones, a menos que estos tengan desplazamientos químicos
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similares o en disposición simétrica con respecto a la frecuencia portadora72. En la 
actualidad se están investigando nuevas secuencias de pulso para eliminar la 
transferencia TOCSY y generar picos cruzados ROE puros73.
En el estudio de proteínas se ha convertido en una práctica habitual el uso de 
experimentos de correlación heteronuclear inversa 2D y 3D, ya que presenta entre 
otras ventajas la introducción de una dimensión hetenuclear (habitualmente 13C o 
15n )  con una dispersión mayor de señales que permite resolver problemas de 
solapamientos74,75. Un ejemplo de este tipo de experimentos es el HSQC, Figura 3.5, 
esta secuencia permite la observación de correlaciones de desplazamiento químico 
heteronucleares a través de procesos de acoplamiento escalar entre un protón y el 
heteronúcleo al que se encuentra directamente unido76. Es un experimento con una 
gran sensibilidad, que da resultados similares al experimento HMBC pero con la 
ventaja de que únicamente selecciona correlaciones entre núcleos vecinales. La 
secuencia básica del HSQC 2D comienza con una secuencia INEPT77 que transfiere 
la polarización desde 'H a X vía acoplamiento escalar ( ’J xh)- A continuación, 
evoluciona la magnetización X en antifase durante el tiempo de evolución ti bajo el 
efecto del desplazamiento químico del heteroátomo, mientras los acoplamientos 
heteronucleares 'H-X son reenfocados mediante un pulso de 180° en el canal de 'H 
justo a mitad de este periodo. Finalmente, un tren de pulsos retro-INEPT transforma 
la magnetización X en magnetización 'H en fase. La señal del protón se adquiere 
mientras se aplica una secuencia de desacoplamiento en el canal del heteroátomo.





Figura 3.5. Esquema de la secuencia de pulsos del experimento HSQC
3.2. Cálculos de Dinámica Molecular
La metodología tradicional para la determinación de una estructura por resonancia 
magnética nuclear precisa necesariamente del análisis mediante cálculos de 
modelización molecular50. Estos cálculos permiten correlacionar los datos 
experimentales obtenidos con la estructura o estructuras que puede adoptar una 
molécula. Algunos de los métodos de cálculo más utilizados son minimización de
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energía, dinámica molecular restringida78 y templado por simulado79. Estos cálculos 
están basados en la estimación de la energía potencial. Habitualmente esta energía 
potencial global se define como una suma de diferentes contribuciones de las 
diferentes interacciones presentes en las moléculas:
Vtotal-  Venias +  Vjngujos + V<j¡ijedros + V v(jw + V cou]omjj + V rmn (3 .2 .1 )
cada uno de estos términos evalúa los diferentes potenciales de forma aproximada 
mediante fórmulas de física clásica permitiendo simular la superficie de energía 
potencial. Los términos Veniaces, y Vdlhedros mantienen las longitudes y ángulos
de enlace entorno a sus posiciones de equilibrio y surgen de los modos de vibración 
que puede presentar una molécula. A continuación están las interacciones no 
enlazantes como son la repulsiones de van der Waals y las electrostáticas. Cada uno 
de estos potenciales individuales se calcula gracias a la aplicación de unas 
constantes de fuerza de carácter totalmente empírico. El conjunto de expresiones y 
parámetros necesarios para definir la superficie de energía potencial se denomina 
campo de fuerzas80’81, ejemplos clásicos son el AMBER82 y el CFF83,84. El último 
término de la función de potencial no representa ninguna interacción real sobre los 
átomos de la molécula. Mediante este término se introducen las restricciones 
deducidas de los experimentos de RMN dirigiendo el cálculo hacia estructuras 
finales coherentes con la información experimental.
ÍÍJ
v \  y * *
Figura 3.6. Representación gráfica de diferentes términos que contribuyen a la 
función de potencial: a) longitud de enlace, b) ángulo de enlace, c) ángulo dihedro, 
d) interacciones fuera del plano y e) interacciones no enlazantes.
Los cálculos de minimización de energía permiten encontrar mínimos locales en la 
hipersuperficie de energía potencial para una determinada estructura. Los algoritmos 
de minimización más habituales son el “steepest desceñí”85 y el gradiente 
conjugado8687. La velocidad de descenso de energía por el algoritmo de “steepest 
descent” es inicialmente mayor al resto de métodos, sin embargo este no es 
convergente y normalmente produce oscilaciones entorno al mínimo. Por otro lado
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el algoritmo de gradiente conjugado es un método convergente que alcanza 
rápidamente el mínimo siempre que se parta de una estructura suficientemente 
estable, ya que si se parte de un punto inicial alejado del mínimo, el método se 
vuelve inestable numéricamente. Por ello, la práctica más común es combinar ambos 
algoritmos en los cálculos de minimización. Se inicia el cálculo generalmente con 
unos pasos de “steepest descent” para relajar rápidamente la estructura eliminando 
posibles interacciones estéricas de las coordenadas iniciales, generando así un buen 
punto de partida para los métodos convergentes. Luego se aplica un buen número de 
iteraciones de gradiente conjugado de forma que se asegure la convergencia.
Sin embargo, los métodos de minimización de energía no son adecuados para un 
estudio extensivo de la superficie de energía potencial. Suele alcanzar mínimos 
locales lo que conduce a resultados incorrectos. Los cálculos de dinámica molecular 
permiten una exploración más eficaz de la superficie de energía potencial evitando 
el problema de los mínimos locales. Este método se basa en la aplicación de energía 
cinética al sistema según las ecuaciones de Newton de movimiento
F¡ = mi aj (3.5.2)
donde Fi m¡ y ai es la fuerza sobre el átomo i, la masa y la aceleración 
respectivamente. Por otro lado, la energía cinética se puede relacionar con la 
temperatura mediante mecánica estadística
3/2NKb T = E l/2miV¡2 (3.5.3)
donde KB es la constante de Bolzman, Vi la velocidad del átomo i y N el número de 
átomos. La asignación inicial de la distribución de velocidades de los átomos de 
sistema se realiza de forma aleatoria. Aunque este método permite la exploración del 
espacio conformacional dada la gran extensión de la hipersuperficie de energía 
potencial no es posible asegurar que los mínimos alcanzados estén próximos al 
mínimo global.
Por último, el método de templado por simulado consiste en elevar la temperatura 
del sistema, habitualmente hasta 1000 K, reescalando las constantes de fuerza de 
diferentes contribuciones de la función de energía potencial, de tal forma que se da 
un mayor peso relativo a las restricciones experimentales. Posteriormente el sistema 
se va enfriando y reescalando de nuevo el peso de las contribuciones 
progresivamente hacia sus valores originales. Este método asegura una mayor 
exploración del espacio conformacional ya que trabaja a una mayor temperatura, lo 
que hace que los átomos tengan una mayor velocidad. Además el reescalamiento de 
las constantes hace que los átomos puedan moverse más libremente puesto que 
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elimina las barreras de potencial que podrían restringir el cálculo a una cierta región 
del espacio conformacional. El enfriado lento y progresivo permite dar tiempo al 
sistema parji localizar un mínimo más general que en el caso de un enfriado rápido o 
una minimización de energía.
3.3. Espectroscopia de Infrarrojos
Las transiciones entre diferentes estados vibracionales de una molécula pueden ser 
determinadas mediante la espectroscopia de infrarrojos88. En la actualidad el 
espectro se obtiene mediante transformada de Fourier lo que reduce los tiempos de 
adquisición. Las bandas de absorción vibracional habitualmente surgen de 
transiciones entre estados de una región determinada de la molécula, como por 
ejemplo bandas debidas a los modos de tensión de los enlaces C=0 o C-H. Esta es 
una descripción simplificada sólo válida para pequeñas moléculas. En realidad, un 
gran número de átomos están acoplados y debe considerarse que potencialmente 
todos los átomos están involucrados en la vibración. Estas vibraciones deben ser 
resueltas mediante modos normales de vibración, que son estados estacionarios del 
hamiltoniano vibracional molecular. Cualquier vibración específica puede ser 
descrita como una combinación lineal de los modos normales. En pocas ocasiones 
hay una imagen física clara de una banda vibracional de absorción. Sin embargo, 
frecuentemente un modo normal implica un gran desplazamiento de dos átomos 
enlazados con un pequeño movimiento de los demás.
En proteínas y polipéptidos las bandas de infrarrojos de mayor interés surgen de 
modos normales de la cadena principal89, Tabla III. De entre ellas, de las bandas 
amida A, I, II y m  cabría esperar una cierta sensibilidad a la conformación adoptada 
por la cadena principal. La banda amida II es poco sensible a la conformación y la 
banda amida m  es débil y puede estar afectada por otras vibraciones. Por tanto, la 
mayoría de los estudios se han concentrado en la banda amida I.
TABLA OI
Bandas de absorción características en los péptidos
Modo normal de vibración a  Hélice* Hoja P* Ovilloestadístico*’1*
Amida A ( tensión N-H ) 3290-3300 3280-3300 -3400
Amida I ( tensión C=C ) 1650-1660 1630 1680-1700
Amida II 1550-1540 1520-1525 1520
a) Frecuencias expresadas en cm^.b) Estructuras sin puentes de hidrógeno
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La banda amida A se compone principalmente de una vibración de elongación N-H, 
mientras que la banda amida I representa básicamente vibraciones de tensión C=0 
de los grupos amida acoplados a NH flexión en el plano y 
modos de tensión C-N. La frecuencia de estos modos de 
vibración depende de la naturaleza de los puentes de 
hidrógeno en los que están involucrados el conjunto de C=0 
y N-H , la cual varía con la estructura secundaria del 
péptido. Se puede deducir fácilmente que la presencia de un 
puente de hidrógeno facilita la elongación del oxígeno del 
carbonilo hacia el dador del puente de hidrógeno, o el 
nitrógeno amídico hacia el aceptor. En consecuencia la 
banda amida II se desplaza a energías mayores debido a la 
presencia de un puente de hidrógeno, los puentes de 
hidrógeno deben ser prácticamente lineales y esto dificulta la 
torsión del enlace N-H . En la Tabla III se muestran las 
bandas principales características de hélices a  y hojas (5, 
como se puede apreciar estas estructuras son distinguibles 
por espectroscopia IR, Figura 3.7. Normalmente es 
necesario un análisis detallado de las bandas para la 
resolución de los diferentes componentes que puede 
presentar un péptido simultáneamente. Sin embargo, el 
simple análisis de la banda de amida I es una de las pruebas 
espectrales más sensibles para determinar la presencia de 
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Figura 3.7. Bandas amida 1 características de proteínas en 
función de la estructura secundaria, a )  hélice a ,  P) hoja p y 
r) ovillo estadístico.
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3.4. Medidas de constantes de difusión mediante RMN
El movimiento traslacional, también conocido como movimiento Browniano, 
usualmente se denomina simplemente difusión o autodifusión. Este movimiento 
depende de parámetros químicos como tamaño y forma de la molécula, o físicos 
como temperatura o viscosidad del medio. Para una molécula de forma esférica el 
coeficiente de difusión D se puede describir mediante la ecuación de Stokes-Einstein
D = (K BT)/ f  (3.5.1)
donde KB es la constante de Boltzman, T la temperatura y f el coeficiente de 
fricción. El coeficiente de fricción está relacionado con el tamaño y la forma de la 
molécula. En el caso de una molécula esférica de radio r se puede calcular el 
coeficiente de fricción mediante la ley de Stokes,
f = 6 ti T] r (3.5.2)
donde q es la viscosidad del medio y r el radio hidrodinámico de la molécula. Para 
las moléculas no esféricas el coeficiente de fricción es siempre superior que para 
esferas del mismo tamaño. Habitualmente se usa el modelo de elipsoide de 
revolución ya que su propiedades pueden ser calculadas exactamente90,91. Para estos 
modelos la mitad de la longitud del eje de rotación se denomina a, mientras que la 
mitad de la longitud de los otros dos ejes son iguales a b. La relación axial es p = a/b 
y el volumen V= (4/-3) n ab2, que como se puede apreciar es una generalización del 
resultado para una esfera. Se pueden distinguir dos tipos de elipsoides en función de
la relación axial: óblate cuando p < 1 y prolate cuando p >1. Sin embargo, cuando
tenemos moléculas de forma cilindrica con extremos muy abruptos la resistencia 
friccional puede ser sensiblemente diferente. Debido a ello se han calculado 
numéricamente expresiones aproximadas. Las expresiones para estos tres 
modelos92,93 se presentan en la Tabla IV, los coeficientes de fricción están 
expresados de forma relativa a los coeficientes de esferas con igual volumen,
Ft = f /67iq  Rg (3.5.3)
donde RE es el radio equivalente de la esfera que presenta el mismo coeficiente de 
fricción. Para elipsoides q = b/a; para cilindros p = L/2b, donde 2b es el diámetro y 
L la longitud. Es interesante destacar que el coeficiente de fricción es diferente en 
función de la orientación relativa de la molécula con respecto a la dirección de
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movimiento. En disolución están presentes todas las posibles orientaciones y solo es 
posible obtener un valor promedio del coeficiente de fricción.
TABLA IV
Radios equivalentes y coeficientes de fricción traslacional para 
elipsoides y cilindros relativos a esferas de igual volumen
Prolate ellipsoid Oblate ellipsoid Cyliuder
(ab2) l/:i (ab'¿) l ':i (3/2¡r2) l / i ( L /2 )
p  V 1 - ' j -  y/v- —1 (2 // - /3 I1 :1 „ _  (J - J |0  O-505 , II.UNI
J i / z  [n l • y11 -i- t ^ /:1 h r e l n / ' + '  P P~1 9
La medida de coeficientes de difusión en RMN es posible mediante el uso de pulsos 
de gradientes de campo94,95. La aplicación de gradientes permite el etiquetado de las 
moléculas introduciendo un desfase en la precesión de los núcleos en función de su 
posición espacial en el tubo de muestra, Figura 3.8. Después de un tiempo de 
difusión A, un segundo gradiente es capaz de registrar la nueva posición de la 
molécula mediante el reenfoque de las señales. La difusión de las moléculas durante 
el intervalo A producirá una atenuación de la medida de intensidad de la señal 
integrada al conjunto completo de la muestra , tal como muestra la Figura 3.10, 
según la expresión,
I = lo exp ( - D y2 g2 82 (A
donde I es la señal observada, I0 la señal sin 
atenuación, D el coeficiente de difusión, y la 
constante giromagnética del núcleo 
observado, g la potencia del gradiente, 5 la 
duración del gradiente y A el tiempo de 
difusión.
El experimento más sencillo para la medida 
de difusiones es la secuencia de espín eco 
con gradientes descrita por Stejskal y 
Tanner ya en 196596, Figura 3.9. En la 
actualidad existen multitud de nuevos 
experimentos, como la secuencia de eco 
estimulado (STE)97,98, que mediante el uso 
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Figura 3.8. Esquema del efecto de 
desenfoque producido por la aplicación un 
gradiente de campo.
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de gradientes bipolares99 y tiempos de espera longitudinales (eddy-current delay)100, 
minimizan artefactos como corrientes inducidas y energy dumping. Estas secuencias 




Figura 3.9. Diagrama de la secuencia de echo de espin con gradientes de campo.
2D como el DOS Y 101, donde se representan en el primer eje los desplazamientos 
químicos y en el segundo los coeficientes de difusión. La utilidad de este 
experimento para la resolución de mezclas de moléculas a servido de base para la 
combinación de esta secuencia con experimentos tradicionales como el TOCSY y el 
NOESY dando lugar a experimentos 3D como el DOSY-TOCSY102 DOSY- 
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Figura 3.10. Muestra de la atenuación de la señal al aumentar la intensidad de gradiente 
de campo aplicado sobre una muestra en disolución.
En la práctica un factor crítico siempre que se realizan medidas de difusión es la 
estabilidad de la temperatura, ya que diferencias de temperatura a lo largo del tubo 
de la muestra provoca diferencias en la viscosidad, generando corrientes de 
convección, lo que puede alterar las medidas de difusión.
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3.5. Metodología de cálculo de superficies moleculares.
El cálculo de las superficies moleculares es una herramienta 
habitual en la caracterización de moléculas, que ayuda en la 
compresión de las relaciones función-estructura104' 107 y en 
consecuencia a describir propiedades moleculares. Trabajos 
recientes basados en cálculos de superficies moleculares 
han desarrollado metodologías para la determinación del 
radio interno de canales iónicos como la gramicidina108.
Se han definido en la bibliografía diferentes tipos de 
superficies moleculares, Figura 3.11, sin embargo todas 
tienen en común que cada átomo está representado por una 
esfera. La superficie externa de van der Waals (SW) es el 
resultado de representar un conjunto de esferas centradas en 
cada átomo. La superficie accesible al disolvente (SAD), 
fue definida por Lee y Richards109 como la superficie 
generada por el centro del disolvente al recorrer la
superficie de van der Waals, considerado el disolvente 
como una esfera rígida (esfera sonda). La determinación 
geométrica de SAD es simplemente el resultado de generar 
esferas centradas en el átomo como en el caso de SW, pero 
con un radio igual a la suma del radio de van der Waals más
el radio correspondiente a la molécula de disolvente. Por último, se define la 
superficie de exclusión de disolvente (SED)110 como la superficie de volumen 
excluido al disolvente, considerado como una esfera rígida (esfera sonda), cuando 
recorre la superficie de van der Waals.
El cálculo de la superficie molecular se inicia con la
definición de las esferas de van der Waals de la molécula,
para posteriormente realizar la descomposición de la
superficie de las mismas mediante teselas triangulares
usando el código genérico del pentaquisdodecahedro111,
Figura 3.12. El grado de teselación puede ser controlado en
el programa GEPOL mediante el parámetro NDIV. Por
ejemplo, si NDIV es igual a 2, la tesela triangular inicial es Figura 3.12. Ejemplo de
descomposición de una
dividida en 4 triángulos unidos en los puntos medios de los superficie esférica en áreas
triangulares.
lados con el arco máximo. Si NDIV es 3, cada uno de estos
Figura 3.11. Representación de los 
tipos de superficies moleculares: a)
SW, b) SAD y c) SES.
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cuatro triángulos se dividiría en cuatro más. Este proceso se realiza por geometría, si 
X} y x2 son dos vértices de un triángulo inicial las coordenadas del punto medio 
sobre el arco X,,, se pueden obtener de forma sencilla a través de la ecuación
xm =  xc (R /R c)
donde x«. es el punto medio de la línea que pasa por Xi y x2, R es el radio de 
referencia de la esfera y Re es la distancia desde el origen de la esfera al punto x<.. 
Por consiguiente, si NDIV es 1, 2, 3, 4 o 5 el número de triángulos esféricos por 
esfera serían 60, 240, 960, 3840 o 15360 respectivamente. Una vez realizada la 
división de las esferas es necesario la selección de la superficie envolvente, mediante 
la eliminación de aquellos triángulos que quedan interiores a dicha superficie. La 
determinación de que triángulos se encuentran sobre la superficie o interiores a la 
misma se lleva a cabo mediante el cálculo de las distancias entre el centro de cada 
triángulo y el centro de todas las esferas, si la distancia es igual o menor al radio de 
esta esfera el triángulo es descartado. Finalmente, el cálculo del área se realiza 
sumando el conjunto de las áreas de los triángulos restantes tras la selección.
Adicionalmente, en el caso del cálculo de SED es necesaria la aplicación de un 
algoritmo que genere nuevas esferas que sean capaces de rellenar los huecos no 
accesibles al disolvente. El programa GEPOL puede realizar esta tarea mediante la 
subrutina CREA112. Como paso previo a la generación de nuevas esferas esta 
subrutina comprueba que la distancia entre un par de esferas sea superior a (Rj +  R* 
+2 Rs), donde Rj y R¡ son los radios del par de esferas y Rg es el radio de la esfera de 
disolvente, lo que indica que el par de esferas permiten el paso de la esfera de 
disolvente. El caso contrario implica que hay un espacio no accesible al disolvente y 
es necesario crear nuevas esferas. A continuación, el algoritmo diferencia tres 
situaciones diferentes en función del solapamiento del par de esferas iniciales, la 
distancia y radio de las mismas113 (Figura 3.13 A, B y C). De esta clasificación van a 
depender las expresiones geométricas utilizadas para el cálculo de la posición y el 
radio de las nuevas esferas generadas. Dichas expresiones son además función del 





Figura 3.13. Esquema de las tres situaciones que diferencia la subrutina 
CREA y la metodología que aplica para la generación de nuevas esferas en 
cada caso
El programa GEPOL permite al usuario fijar el radio mínimo de las esferas 
generadas (RMIN), descartando las que presentan un radio menor a dicho parámetro, 
el valor por defecto es 0.05Á. Por otro lado, también se aplica un parámetro 
denominado factor de solapamiento (OFAC), con valores entre 0 y 1, de manera que 
si el solapamiento de la esfera generada y las esferas ya existentes no es suficiente se 
genera una nueva esfera entre el par analizado, el valor por defecto es 0.8. Si dicho 
radio es menor que un parámetro llamado RMIN (radio mínimo) la nueva esfera es 
descartada. Este procedimiento se realiza sobre todos los pares de esferas del sistema 
y se repite iterativamente hasta que el algoritmo no es capaz de generar ninguna 
esfera más.
La aplicación de este tipo de cálculos a la estimación de tamaño de poro en canales 
iónicos es posible mediante el estudio de la variación del área en función del radio 
de la esfera de disolvente. El incremento progresivo del tamaño de la esfera sonda 
produce ligeras variaciones en el valor del área molecular. Sin embargo, una caída 
brusca del área total indica que el radio de la esfera sonda es igual al tamaño de poro 
lo que hace que la superficie interna del canal deje de ser accesible al disolvente. El 
radio del disolvente se puede fijar en el programa GEPOL mediante el parámetro 
RSOL.
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El estudio global y detallado a nivel atómico de la estructura tridimensional de 
diferentes oligonorleucinas D,L alternantes se ha llevado a cabo mediante 
experimentos de RMN mono y multidimensional, tanto homonuclear de !H como 
heteronuclear con 13C. Por primera vez, se ha determinado la conformación espacial 
de distintos tipos de oligonorleucinas con estructura de hélice P simple y doble, de 
diferentes pasos de rosca114-116. Las coordenadas cartesianas han sido depositadas y 
aceptadas en el Banco de datos de proteínas (PDB), siendo accesibles mediante los 
códigos 1R9V para la estructura p44 del XIIMe, 1S10 para la estructura de p5'6T4 
del XVMe y 1S4A para la estructura de p56T l del HXMe. En estos estudios 
también se ha incluido el análisis termodinámico de los posibles equilibrios entre 
distintas conformaciones de hélices simples y dobles116. Para aquellos sistemas 
donde no ha sido posible el análisis exhaustivo por RMN se ha comprobado y 
demostrado la relación del tipo de hélice P con las frecuencias de absorción de IR117 
así como con la variación de los desplazamientos químicos de Ha y Ca. Estas 
relaciones pueden ser de gran utilidad para la posible identificación de estructuras de 
tipo hélice p. Por otro lado, como método general complementario para comprobar 
la conformación global de diferentes especies de hélices P, se ha determinado el 
coeficiente de difusión mediante experimentos de RMN, ya que está íntimamente 
relacionado con la forma y el tamaño molecular (apartado 4.5). Finalmente, a partir 
de las estructuras tridimensionales determinadas a nivel atómico ha sido posible 
evaluar el tamaño de poro de las diferentes especies de tipo hélice P adoptadas por 
las oligonorleucinas D,L alternadas, permitiendo su comparación con un sistema 
natural ampliamente estudiado como es la gramicidina (apartado 4.6).
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3.6. Estructura en disolución de una oligonorleucina D,L 
alternada como modelo de hélice p
Enrique Navarro, Emma Fenude, Roberto Tejero 
y  Bernardo Celda
(2001) Biopolymers, 59(2), 110-119.
(Apéndice I)
En este primer trabajo se inicia el análisis de la familia de oligopéptidos D,L 
alternados de norleucina abordando el estudio estructural del péptido XIIMe en 
cloroformo, mediante las técnicas de espectroscopia RMN-2D y cálculos de 
Dinámica Molecular restringida. Las restricciones de distancias experimentales han 
sido determinadas a partir de los datos NOE obtenidos en los experimentos de RMN.
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Figura 4.1. Espectro ID del XIIMe adquirido a 500 MHz, en disolución de 
cloroformo a 25°C.
Los datos iniciales de RMN apuntan que este péptido presenta una conformación 
única en disolución, ya que como se aprecia en la Figura 4.1 donde únicamente se 
observa un conjunto definido de señales. Además, la dispersión de los 
desplazamientos químicos de los protones HN que muestra tanto el espectro ID 
como el TOCSY, Figuras 4.1 y 4.2, indican que dicho péptido presenta una 
estructura definida. Esta dispersión de las señales HN ha permitido, mediante 
espectros TOCSY con un tiempo de mezcla de 80 ms, la asignación específica de los 
sistemas de espín mediante las correlaciones entre los protones HN con todos los 
protones de la cadena lateral. Las constantes de acomplamiento medidas tanto en el 
espectro ID como en el DQF-COSY muestran valores típicos que pueden ser 
relacionados con conformaciones de tipo p. También es interesante destacar que tras 
la determinación de los sistemas de espín y la asignación secuencial específica en el 
espectro ROESY se observan correlaciones NOE no secuenciales NHi-aHi+4 cuando 
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i es impar y NHj-aH^ cuando i es par. Estas señales indican que la conformación 
adoptada por el XIIMe es una hélice con paso de vuelta de aproximadamente cuatro 
residuos. La diferente sistemática en función de la paridad pone de manifiesto la 
alternancia en la orientación de los grupos NH, lo que es característico de las 
estructuras tipo hélice 3, como se puede observar en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Estructura modelo (34 4 del 
XIIMe obtenida a partir de datos 
bibliográficos y posteriormente relajada 
mediante cálculos de minimización de 
energía.
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Figura 4.2. Espectro TOCSY del XIIMe adquirido a 400 MHz con un tiempo de 
mezcla de 40ms, en cloroformo a 25°C.
Finalmente, los resultados de los cálculos de Dinámica Molecular a 
diferentes temperaturas y simulación por templado con 
restricciones, indica que el conjunto de distancias experimentales 
obtenidas por RMN son compatibles con una conformación tipo 
hélice simple (34 4, Figura 4.3. En este punto merece la pena 
destacar que es la primera vez que se resuelve una estructura de 
hélice destrógira p44 por RMN en disolución114.
Estos resultados ponen de manifiesto que la cadena alquílica lineal 
de la norleucina minimiza las repulsiones estéricas entre cadenas 
laterales, favoreciendo la estabilización de conformaciones de 




3.7. Estructura en disolución de una oligonorleucina D,L 
alternada como modelo de doble hélice (3 
antiparalela
Enrique Navarro, Emma Fenudey Bernardo Celda
(2002) Biopolymers, 64(4), 198-209.
(Apéndice II)
El estudio global de oligopéptidos D,L alternantes continuó con el análisis del 
XVMe siguiendo una metodología similar al péptido anterior, usando también en 
esta ocasión como punto de partida de la asignación secuencial el residuo metilado. 
En este caso como se puede apreciar en la región HN del experimento ID, Figura 
4.4, se observan al menos dos juegos de señales. Esto indica que puede coexistir más 
de una estructura en disolución. Este estudio se centra únicamente en la especie 
mayoritaria, ya que para la minoritaria la baja intensidad de las señales de RMN, 
debido a la escasa población de dicha conformación, imposibilita la asignación 
específica de los desplazamientos químicos.
0 ppm2 19 6 A 38 7 5
Figura 4.4. Espectro ID del XVMe adquirido a 500 MHz, en disolución de 
cloroformo a 25°C.
En el espectro TOCSY suma de tres espectros con tiempos de mezcla de 15, 40 y 80 
ms, Figura 4.5, también se observa la dispersión de las señales HN, ofreciendo una 
buena calidad de espectro y correlaciones de los protones HN con toda la cadena 
lateral. En el espectro ROESY del XVMe no se observan correlaciones de larga 
distancia típicas de una hélice como sucede con el XIIMe entre protones de vueltas 
adyacentes. Sin embargo, aparecen picos cruzados entre protones de la cadena 
principal muy alejados en la secuencia primaria, como por ejemplo aH (l l)-aH (l), 
aH(12)-aH(4), otH(9)-aH(3), ccH(10)-aH(6), NH(15)-NH(1), NH(11)-NH(5) y
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NH(13)-NH(3). Este hecho puede ser asociado a la formación de un dímero 
simétrico antiparalelo. La comparación de las distancias experimentales deducidas 
de los picos NOE con modelos teóricos de hélices P dobles antiparalelas muestran
3 2 110 9 8 7 6 5
H1 ppm
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Figura 4.5. Espectro TOCSY del XVMe adquirido a 400 MHz 
resultante de la adición de tres espectros con tiempos de mezcla de 
15,40 y 80ms, en cloroformo a 25°C.
que la estructura p56T l, Figura 4.6, es coherente con los datos 
experimentales. Adicionalmente, la red de puentes de hidrógeno 
deducida de la estructura modelo p56T ! es compatible con el 
análisis de los desplazamientos químicos de HN (5Hn) que indica 
que el HN(14) es el único no involucrado en la formación de un 
puente de hidrógeno. Por último, los cálculos de Dinámica 
molecular y templado simulado con restricciones indican que la 
estructura p5 6T¿ es la única que satisface el conjunto de distancias 
experimentales. Esta es la primera estructura de doble hélice 
antiparalela destrógira p56 caracterizada a nivel atómico mediante 
RMN.
Figura 4.6. Estructura modelo 
p56T4 del XVMe obtenida a partir 
de datos bibliográficos y 
posteriormente relajada mediante 
cálculos de minimización de 
energía.
Al comparar los resultados de este trabajo con los obtenidos para el 
péptido XIIMe se puede apreciar que la variación de la longitud de 
la cadena induce la formación de una conformación dimérica. Esto 
puede ser debido a que la formación de puentes de hidrógeno 
adicionales en la estructura dimérica son capaces de compensar las 
repulsiones estéricas producidas por un grupo terminal tan 
voluminoso como el es BOC.
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3.8. Análisis conformacional y estructural del equilibrio 
entre una helice-p simple y doble de una 
oligonorleucina D,L-alternada
Enrique Navarro, Emma Fenudey Bernardo Celda 
(2004) Biopoiymers, 73, 000-000.
(Apéndice III)
La naturaleza y el tamaño del grupo terminal que presenta un oligopéptido influye 
de forma crítica en la conformación espacial adoptada por el mismo116. 
Concretamente, la sustitución del grupo terminal voluminoso BOC por formilo 
puede introducir cambios conformacionales en el oligopéptido bajo estudio. Para la 
compresión de la influencia del grupo funcional bloqueante se procedió al estudio de 
la oligonorleucina D,L alternada HXMe, la cual tiene un grupo formilo como grupo 
N-terminal. El análisis cualitativo de los espectros de RMN del HXMe, en particular 
de ID y TOCSY, espectros mostrados en las Figuras 4.7 y 4.8, revelan la existencia 
de un número elevado de señales, las cuales indican la presencia de diferentes 
conformaciones en disolución. Cabe resaltar que la dispersión de las señales es 
suficiente como para realizar la asignación de las diferentes conformaciones lo que 
permite el estudio estructural de las distintas configuraciones y del equilibrio. Un 
análisis más detallado revela que únicamente hay dos conformaciones en disolución 
y que la aparición de picos adicionales es debida a las correlaciones cruzadas entre 
ambas conformaciones, producidas por el intercambio químico durante el tiempo de 
mezcla del experimento.
T
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Figura 4.7. Espectro ID del HXMe adquirido a 500 MHz, en disolución de 
cloroformo a 25°C.
46
Estudio estructural de péptidos de interés biomédico
En el caso de la HXMe la conformación principal ha sido determinada siguiendo la 
misma metodología ya descrita en los dos estudios anteriores. Al igual que en el 
caso del XVMe se observan correlaciones entre protones muy alejados en la 
secuencia, como por ejemplo HN(2)-HN(8), que apunta a una conformación doble 
antiparalela. Los resultados de los cálculos con restricciones de dinámica molecular 
y templado por simulado confirman la concordancia de los datos experimentales 
deducidos del experimento ROESY con la conformación de hélice p5bT4.
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Figura 4.8. Región NH y H a del espectro ROESY del HXMe adquirido a 500 
MHz con un tiempo de mezcla de 200ms, en cloroformo a 25°C.
La asignación secuencial de la segunda conformación se realizó con ayuda de la 
información aportada por las correlaciones cruzadas entre ambas conformaciones 
ante la escasez de picos cruzados NOE secuenciales. Esta ausencia de NOES 
también se hace patente a la hora de determinar distancias experimentales, lo que ha 
imposibilitado la realización de cálculos con restriciones. Sin embargo, la 
observación de correlaciones NOE HN(5)-aH(9) y HN(3)-ocH(7) son equivalentes a 
las correlaciones HNj-aHj+4 encontradas para los residuos impares del péptido 
XIIMe. Este hecho junto con los datos de formación de puentes de hidrógeno, 
obtenidos de los valores 8hn nos permiten proponer la estructura de hélice p4 4 como 
la segunda conformación en equilibrio.
Los resultados obtenidos para el HXMe indican que la sustitución del grupo BOC 
por un grupo menos voluminoso ha reducido las interacciones de repulsión estérica, 
de tal forma que incluso un péptido de tan solo diez residuos ya muestra una cierta 
preferencia por la formación de la estructura p56T¿, mientras que el XIIMe , con 




Para completar este estudio se ha realizado un análisis termodinámico del equilibrio 
mediante la adquisición de experimentos de RMN-ID a diferentes temperaturas. Los
Figura 4.9. Representación del equilibrio conformacional del HXMe en disolución 
entre la conformación p5 6T4 y la p4 4.
valores de energía libre obtenidos indican que la estructura dimérica antiparalela es 
la conformación más estable a lo largo de todas las temperaturas medidas. El análisis 
de la representación de AG frente a la temperatura de la reacción de disociación 
muestra un máximo a 243,54 K, que corresponde a la temperatura de máxima 
estabilidad de la conformación dimérica. La curva de estabilidad indica además que 
a bajas temperaturas se favorece la formación de la especie monomérica. Este 
comportamiento es similar al observado en algunas proteínas, las cuales presentan 
desnaturalización a baja temperatura, “desnaturalización fría”. A partir de estos 
datos también se ha determinado la dependencia de AH, AS y Cp con la temperatura 
para este equilibrio.
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4.4. Caracterización de estructuras de hélice p mediante 
estudios de desplazamientos químicos de Ca y Ha 
espectroscopia FTIR
Enrique Navarro, Emma Fenude A.M. Roggio y Bernardo Celda 
(2004) J. Am. Chem. Soc., (enviado) 
(Apéndice IV)
Debido a diferentes problemas como solapamiento de señales en el caso del HXIIMe 
(Figura 4.10), la baja solubilidad del HXVMe o falta de NOEs observables para el 
XMe; no ha sido posible el estudio estructural detallado de estos péptidos mediante 
RMN. Con el objeto de caracterizar estos péptidos en este estudio se han buscado 
métodos alternativos, como el análisis de desplazamientos químicos y la 
espectroscopia IRTF, que permita inferir la estructura global adoptada por 
oligopéptidos.
9 8 7 6 5 4 3 2 1  p p m
Figura 4.10. Espectro TOCSY del HXIIMe adquirido a 500 MHz con un 
tiempo de mezcla de 40ms, en cloroformo a 25°C
En este sentido, ha adquirido gran importancia la medida de la variación de los 
desplazamientos químicos, ya que son sensibles a la conformación molecular y al 
entorno electrónico. La desviación del desplazamiento químico respecto a los 
valores de ovillo estadístico se puede correlacionar con la estructura secundaria de la 
proteína. Los desplazamientos químicos de ''C a  y L'CP por ejemplo, han sido 
ampliamente utilizados en proteínas para la determinación de la estructura 
secundaria123 125. Actualmente, este tipo de análisis se ha hecho extensivo a otros 
núcleos de la cadena principal, como es el caso del ‘Ha o 'HN que en algunos casos
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permite determinar la periodicidad de las estructuras de tipo hélice o distorsiones en
.     126-128las mismas
El análisis de los desplazamientos de C a obtenidos de 13 ----------------------
los experimentos HSQC (Figura 4.11) para la familia de ^  (ppm) • 
oligonorleucinas D,L alternadas, indican que no hay en
de los péptidos objeto de estudio se observan dos 
patrones claramente diferenciados. Mientras que el
XIIMe, XMe y la segunda conformación del HXMe presentan una A8Ha promedio 
entre -0,19 y -0,27 ppm, el XVMe y la conformación principal del HXMe tienen 
una A5Ha promedio de 0,11 y 0,18 ppm. La comparación de estos resultados con los 
estudios previos del XIIMe, XVMe y HXMe parecen indicar que el primer patrón de 
desplazamientos químicos se puede asociar a conformaciones de hélice p44, 
mientras que el segundo parece estar relacionado con conformaciones de doble
general variaciones importantes con respecto a los 
valores obtenidos para la estructura de ovillo estadístico
de la norleucina, con un valor A8ca promedio entre -  
0,07 y -0,57 ppm. La desviación de los desplazamientos 
químicos de H a presentan una gran sensibilidad a 
cambios en la red de puentes de hidrógeno. En el caso
H ©! (ppm)
Figura 4.11. Región H a-C a del espectro 
HSQC del XIIMe a 500MHz, en cloroformo
a25°C.
hélice p5 6t l .
1700 1650 1600 1 550 1500
Figura 4.12. Superposición de la región amida I y amida II del espectro IR 
en cloroformo de oligonorleucinas D,L alternadas, a) XMe, b) XIIMe, c) 
XVMe, d) HXMe, e) HXIIMe y f) HXVMe.
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El análisis realizado mediante espectroscopia IRTF demuestra que la frecuencia de 
la banda Amida I es muy sensible a diferencias con formadonales, siendo por tanto, 
de gran utilidad para este estudio. De los espectros en disolución del XIIMe y 
XVMe se puede inferir que frecuencias alrededor de 1646 cm '1 se pueden relacionar 
con conformaciones de tipo p44, mientras que frecuencias sobre 1633cm'1 pueden 
indicar la formación de estructuras de tipo p56T-l (Figura 4.12). Esta afirmación se 
corrobora con la observación de dos picos intensos en la región de Amida I a 1649 y 
1633 cm'1 en el espectro del HXMe en disolución, que corresponden a las dos 
conformaciones en equilibrio que ya han sido descritas en el apartado anterior116. 
Adicionalmente, estudios previos señalan que las cuatro especies conformacionales 
de la gramicidina muestran una intensa banda amida I23 a 1633 cm '1 similar a la 
encontrada para el péptido XVMe. Como ya se ha explicado la gramicidina adopta 
diferentes conformaciones de doble hélice p y un dímero cabeza-cabeza p6 3.
140016001800
Frecuencia (cm1)
Figura 4.13. Superposición de la región 
amida 1 del espectro IR en estado sólido 
de oligonorleucinas D,L alternadas, a) 
XMe, b) XIIMe, c) XVMe, d) HXMe, e) 
HXIIMe y f) HXVMe.
Los datos de desplazamientos químicos y las frecuencias de las 
bandas Amida I obtenidas a 1650 cm '1 sugieren que el XMe adopta 
una conformación p4 4. El HXMe presenta dos bandas Amida I a 1648 
y 1633 cm '1 que indica la existencia de un equilibrio entre las 
conformaciones p44 y la p 5 6T l, al igual que el HXMe, lo cual es 
coherente con los experimentos TOCSY del HXIIMe en cloroformo, 
donde se pueden observar dos juegos de picos diferentes. Sin 
embargo, el HXVMe muestra una única banda Amida I a 1633 cm '1 
que indica que adopta una conformación ps 6T i.
Al analizar los espectros FTIR en fase sólida no se aprecian 
diferencias significativas entre los diferentes péptidos (Figura 4.13), 
mostrando valores de frecuencia muy similares. En todos los casos la 
banda Amida I se encuentra próxima al valor 1633 cm '1, lo que 
sugiere que en estado sólido estos péptidos adoptan preferiblemente 
una conformación p56T l  independientemente de la longitud de 
cadena principal o el grupo N termimal.
En este trabajo se establecen por primera vez las bases para la clasificación de 
estructuras de tipo hélice P mediante medidas de variación de desplazamiento 
químico y espectroscopia FTIR.
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4.5. Medidas de Difusión mediante RMN
Los estudios de difusión por RMN fiieron realizados como una vía complementaria 
para la resolución estructural de las especies en equilibrio presentes en disolución, 
como es el caso de HXMe y el HXIIMe, donde coexisten al menos dos 
conformaciones en equilibrio. En el caso de estos péptidos no ha sido posible la 
discriminación de especies mediante selección por difusión, debido a que ambas 
conformaciones presentan un factor de forma y volumen hidrodinámico similares. 
Como se puede apreciar en el experimento DOSY del HXIIMe, Figura 4.14, las 
señales de ambas conformaciones aparecen a valores de difusión similares sobre 
10 9,6 m2/s. Esto prácticamente hace imposible la asignación sin ambigüedades de 
las señales pertenecientes a cada una de las especies en disolución. En consecuencia, 
se descartó la viabilidad del estudio de estas especies en equilibrio mediante los 
experimentos DOSY-TOCSY y DOSY-NOESY. La señal que se observa a un valor 
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Figura 4.14., Experimento DOSY de HXIIMe en cloroformo a 25°C, 
adquirido a 600 Mhz.
La determinación de los coeficientes de difusión con mayor resolución mediante 
espectros ID puede aportar información complementaria para discernir la forma 
global del oligopétido y por consiguiente proponer una conformación particular. A 
modo de ejemplo, a continuación se presentan los resultados de difusión obtenidos 
de experimentos ID adquiridos con la secuencia STE a diferentes potencias de 
gradiente de campo, a 25°C en cloroformo deuterado. En la Figura 4.15 se muestra 



















aplicado. Mediante el ajuste de los datos experimentales a la expresión (3.5.2) se 
obtienen los valores de difusión mostrados en la Tabla V. Este método de 
determinación de coeficientes de difusión es más sensible y preciso que la medida 




















Figura 4.15. Gráficas de atenuación de la intensidad señal por la aplicación de gradientes de campo para 
diferentes conformaciones en equilibrio que presenta el HXMe, medidas mediante experimentos STE 
monodimensionales en cloroformo a 25°C, a 500 Mhz.
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escala logarítmica. Como se puede apreciar en el caso 
del HXMe ambas conformaciones presentan un 
coeficiente de difusión sensiblemente diferente, esta 
diferencia únicamente puede ser debida a la variación 
de las dimensiones derivadas del cambio 
conformacional, ya que el coeficiente de difusión para 
la especie dimérica es menor. Cuando comparamos 
estos valores con el coeficiente de difusión obtenido 
para el XVMe, Figura 4.16, se observa de nuevo una 
reducción del coeficiente de difusión, ya que el 
incremento en cinco residuos más de su cadena 
principal implica un aumento de la longitud de la 
hélice. Para verificar que las condiciones de 
viscosidad y concentración de ambas disoluciones son 
comparables se ha utilizado a modo de patrón interno 
el valor de autodifiisión del cloroformo. El coeficiente 
de autodifusión del cloroformo en la disolución de HXMe es 2,48 10'9 m2/s, 
mientras que para el XVMe es 2,88 10'9 m2/s. Las pequeñas desviaciones pueden 
asociarse a las variaciones de la viscosidad, debidas a las diferencias entre las 
moléculas presentes como soluto y que además no presentan estrictamente la misma
G radiente
Figura 4.16. Gráfica de atenuación de la 
intensidad señal por la aplicación de gradientes 
de campo para la conformación de doble 
hélice antiparalela que presenta el XVMe, 
medidas mediante experimentos STE 
monodimensionales en cloroformo a 25°C, a 
500 Mhz
concentración. Como claramente se comprueba el valor de autodifusión del
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cloroformo en ambas disoluciones es prácticamente idéntica. Así mismo estos 
valores son muy próximos al coeficiente de autodifusión para el cloroformo a 25°C 
(2,35 10'9 m2/s). La coherencia de los resultados permite garantizar la validez de la 
comparación entre los coeficientes de las diferentes oligonorleucinas D,L alternadas, 
permitiendo relacionar los distintos valores de difusión con sus diferencias 
conformacionales.
Como se puede apreciar en la Tabla V, existe una correlación entre los valores de 
difusión obtenidos y la longitud total de la hélice medida sobre el modelo teórico. 
Dado que la longitud del cilindro es inversamente proporcional a la difusión, lo cual 
es compatible con el modelo de difusión de cilindros, estas medidas corroboran las 
estructuras deducidas para estos péptidos a partir de datos NOE y cálculos de 
dinámica molecular.
TABLA V 
Valores de difusión frente a longitud del canal
Difusión (m2/s) Longitud de poro* (Á)
XVMe p5 6Í4  3,9710'10 29
HXMe p5‘T i 5.50 10'10 20
HXMe p44 5.99 10 10 10
a) Distancias medidas a partir de las coordenadas atómicas 
obtenidas por RMN y dinámica molecular.
Los resultados de este análisis indican que la identificación inequívoca de las 
conformaciones p56f i  y p44 en equilibrio de un mismo oligopéptido mediante 
experimentos de selección por difusión es bastante limitada, ya que las diferencias 
de tamaño molecular y en consecuencia los coeficientes de difusión no son 
suficientes como para separar las señales de ambas conformaciones. Habitualmente, 
son necesarias para la resolución mezclas mediante experimentos tipo DOSY 2D y 
3D variaciones de varios órdenes de magnitud en la difusión. Sin embargo, la 
homogeneidad conformacional de esta familia de péptidos hace que las diferencias 
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4.6. Estimación de tamaño de poro mediante cálculos de 
superficies de exclusión
Dado el potencial de esta familia de péptidos como base estructural para la 
formación de canales iónicos transmenbrana, resulta de gran interés el análisis del 
tamaño de poro de las estructuras obtenidas, ya que se trata de un parámetro 
fundamental del que dependen las propiedades de transporte de dichos péptidos, 
como por ejemplo la selectividad del canal. El análisis de la variación del área total 
con el radio de la sonda esférica de exploración mediante cálculos de superficies de 
exclusión permite la estimación teórica del radio del canal a partir de las 
coordenadas atómicas.
Para estos cálculos fueron utilizadas las coordenadas modelo obtenidas para el 
péptido XIIMe, XVMe y la conformación dimérica del HXMe. Como ya se ha 
explicado, el primero adopta una conformación de hélice p44, mientras que los dos 
últimos muestran una conformación de hélice doble p56T¿. Para evaluar el tamaño 
de poro en las diferentes oligonorleucinas D,L alternantes se ha utilizado el 
programa GEPOL108’1" '11’ que ya ha demostrado su utilidad en la determinación del 
tamaño de poro en el caso de la conformación de dimérica cabeza-cabeza p63 
gramicidina108. Debido a que este método de cálculo estima el área total de la 
molécula, la inclusión de las cadenas laterales en las coordenadas puede enmascarar 
las variaciones del área de exclusión, producidas por el espacio accesible entre 
cadenas laterales y no por la accesibilidad al interior del canal de la esfera sonda. 
Con el fin de evaluar únicamente la accesibilidad del poro, del fichero de 
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Figura 4.17. Representaciones de la variación del área de exclusión con el incremento del radio del disolvente para 
el XIIMe y el XVMe, excluyendo las cadenas laterales.
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exteriores al poro. Los parámetros utilizados en el GEPOL93 han sido: NDIV = 5, 
que implica la descomposición máxima que permite el programa de las superficies 
esféricas mediante teselas triangulares; OFAC = 0,8, como ya se ha explicado un 
factor de solapamiento 1 produce la generación infinita de nuevas esferas, 
produciendo un bucle sin fin en el programa; RMIN = 0,5, puesto que valores 
menores de radio mínimo de las nuevas esferas generadas incrementarían el número 
de esferas generadas y por tanto el tiempo de cálculo. El cálculo se ha realizado 
iterativamente variando el radio de la sonda (RSOL) en incrementos de 0.05 Á tal 
como se ha descrito en la bibliografía con buenos resultado108. Estos valores 
permiten obtener un valor de área bastante aproximado sin incrementar 
excesivamente el tiempo de cálculo.
Los resultados obtenidos para la estructura p4 4 del XIIMe se muestran en la Figura 
4.17, donde se observa un cambio brusco del valor del área para radios de la esfera 
sonda de entre 0,55 y 0,60 Á. Esto indica que para estos valores el área interna del 
canal ha dejado de ser accesible ya que la esfera sonda, debido a su incremento de 
tamaño, no es capaz de penetrar en el interior del poro. El XVMe, Figura 4.18, con 
una estructura p5 6T¿ presenta un radio de poro algo superior, entre 0,60 y 0,65Á. La 
conformación principal del HXMe aunque adopta una estructura p5 6T1, al igual que 
el XVMe, muestra un tamaño de poro sensiblemente superior a los dos anteriores 
entre 0,6 y 0,7 Á, Figura 4.18. Este hecho sugiere que la sustitución de un grupo 
terminal voluminoso como el BOC puede producir ligeras diferencias en el tamaño 
de poro, lo que permite regular las propiedades 
del canal mediante la selección adecuada de los 
grupos terminales. La aparición de puntos con 
áreas intermedias dentro del intervalo de mayor 
pendiente en la variación del área es debida a las 
irregularidades de tamaño de poro, que hacen que 
unas zonas del canal dejen de ser accesibles 
mientras que otras continúan siéndolo. Estas 
irregularidades de tamaño de poro posiblemente 
son producidas por la presencia del grupo metilo 
en el residuo (n-3).
Como control de la metodología utilizada para la 
evaluación del tamaño de poro en las diferentes 
oligonorleucinas se ha procedido a la determinación del tamaño de poro de la 
gramicidina. En estudios previos se ha estimado el tamaño de las diferentes 
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Figura 4.18. Representaciones de la variación del área 
de exclusión con el incremento del radio del disolvente 
para la conformación principal del HXMe excluyendo 
las cadenas laterales.
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cabeza-cabeza hélice p6 ’ un radio de poro entre 1,14 y 1,80 Á usando los radios de 
van der Waals, y entre 1,41 y 2,16 Á aplicando los radios de núcleo rígido119. Los 
radios de núcleo rígido son radios de van der Waals reducidos, donde se ha tenido en 
cuenta solapamientos debidos a movimientos térmicos. Estos resultados explican la 
capacidad de la gramicidina como canal para todo tipo de cationes monovalentes 
como Na+ con un radio de 0,95 Á, K+ con un radio de 1,33 Á e incluso C s \ cuyo 
radio es de 1,67 Á. Los autores de este estudio explican que la comparación directa 
de radios iónicos con el radio de poro puede ser engañosa en el caso del C s \ 
teniendo en cuenta que el pico en la función de distribución radial de oxígeno para el 
ion cesio en agua aparece a 3,10 Á120, al restar el radio del oxígeno (1,6 Á) se 
obtiene un radio efectivo de 1,5Á para el ion cesio.
Figura 4.19. Vista superior comparativa entre diferentes estructuras: a) Gramicidina, 
estructura dimérica cabeza-cabeza de hélices p6*; b) XVMe, estructura de doble hélice 
P56T4; c) XIIMe, estructura de hélice p44.
Cuando se analiza la estructura dimérica cabeza-cabeza de hélice p63 de la 
gramicidina mediante la metodología de cálculo de superficies de exclusión, se 
observa una variación brusca del área para radios entre 1,50 y 1,55 Á (Figura 4.20). 
Este resultado es coherente con los estudios previos realizados y con las propiedades 
de permeabilidad de la gramicidina a iones monovalentes. Sin embargo, el reducido 
tamaño de poro de las estructuras p44 y p56T¿ adoptadas por la familia de 
oligopéptidos de norleucina sugiere la posibilidad de formación de canales 
selectivos de cationes de menor tamaño, como por ejemplo el L f  cuyo radio es de
0,6 Á.
El diseño de canales selectivos de Li+ puede resultar de gran interés farmacológico 
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Figura 4.20. Representaciones de la variación del área de exclusión con el incremento del 
radio del disolvente para la conformación cabeza-cabeza p61 de la Gramicidina.
estabilizante para el tratamiento de depresiones agudas129,130 o desórdenes 
bipolares131. Diversos estudios han revelado que las sales de litio presentan también 
actividad granulopoietica y efectos reguladores en la selección de las citoquinonas, 
que activan las defensas del organismo contra infecciones víricas, señalando el 
posible papel terapéutico de las sales de litio en el tratamiento del SIDA y las 
posibles demencias asociadas132. Además se ha encontrado que el litio estimula la 
síntesis de proteínas neuroprotectoras y puede producir efectos neurotróficos en el 
cerebro humano.
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1. Se ha determinado mediante espectroscopia de RMN que la oligonorleucina 
D,L alternada XIIMe en disolución en cloroformo presenta una única 
conformación de hélice p4 4 destrógira. Es la primera vez que se describe este 
tipo de estructura experimentalmente a nivel atómico.
2. La caracterización en disolución del oligopéptido XVMe mediante datos de 
espectroscopia de RMN y cálculos de dinámica molecular ha permitido la 
descripción por primera vez a nivel atómico de un sistema de doble hélice 
antiparalela p5 6 destrógira.
3. El estudio mediante espectroscopia de RMN y cálculos de dinámica molecular 
del oligopéptido HXMe en disolución indica que este péptido muestra un 
equilibrio conformacional dímero-monómero, entre una estructura de tipo doble 
hélice p5 6t i  destrógira y una conformación de hélice simple p4 4 destrógira.
4. Se ha caracterizado la termodinámica completa del equilibrio conformacional 
que presenta el oligopéptido HXMe mediante espectroscopia de RMN ID a 
diferentes temperaturas. Dicho análisis revela que la temperatura de máxima 
estabilidad para la especie dimérica es 243,54 K, siendo a dicha temperatura el 
máximo en la variación de la energía libre de disociación.
5. Se han establecido patrones de variación en los desplazamientos químicos Ca y 
Ha. Se ha observado que el valor promedio de la variación de los 
desplazamientos químicos de Ca oscilan entre -0,07 y -0,57 ppm para todos los 
péptidos estudiados con estructura hélice p. Esta no es una variación 
significativa frente a los valores de ovillo estadístico.
6. Las estructuras de tipo hélice p44 han sido asociadas a unas A8Ha promedio 
entre -  0,19 y -0,27 ppm, mientras que las estructuras de tipo doble hélice 
p5 6f  i  muestran un A5Ha promedio ligeramente positivo entre 0,11 y 0,18 ppm.
7. El análisis de las bandas de IR amida I características permite la identificación y 
clasificación de estructuras de tipo hélice P, ya que se ha observado que las 
estructuras de tipo hélice p44 presentan una banda de absorción típica 
aproximadamente a 1646 cm'1, mientras que en estructuras de tipo doble hélice 
P5-5U  se observa sobre 1633 cm'1.
8. Las especies de tipo hélice P en equilibrio conformacional observadas muestran 
únicamente ligeras diferencias en los coeficientes de difusión, debido a que 
presentan una forma similar y pequeñas variaciones de tamaño. En 
consecuencia, este hecho hace de escasa utilidad la aplicación de experimentos 
de RMN 2D de etiquetado por difusión en sistemas con equilibrios 
conformacionales entre diversos tipos de hélices p.
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9. Se han confirmado mediante la medida de propiedades macroscópicas, como es 
la difusión, las estructuras obtenidas mediante espectroscopia de RMN y 
dinámica molecular.
10. Ha sido determinado el tamaño de poro mediante cálculos de superficies de 
exclusión para el XIIMe, XVMe y la conformación mayoritaria del HXMe con 
valores de 0,60 , 0,65 y 0,70 Á respectivamente.
11. El estudio del tamaño de poro mediante cálculos de superficie molecular ha 
hecho posible evaluar las posibles propiedades de ésta familia de oligopéptidos 
D,L alternados como canales transmembrana selectivos a la conducción de 
iones Li+.
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Conformational characteristics of linear peptides 
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related to the linear pentadecapeptide gramicidin
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A,1' 3 a natural antibiotic having hydrophobic resi­
dues, with the aim of clarifying its peculiar property 
of forming specific ion-conducting channels across 
natural and synthetic membranes.
Altemating d , l  peptides are able to assume very 
specific conformations, including, among others, var-
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ious kinds of single and double stranded j8-helical 
structures, predicted also on theoretical grounds.4 
/3-Helices are particularly intriguing, because they 
possess a hollow core (<f> between 1 and 9 Á, depend- 
ing on the helix type) that may be able to form 
molecular channels permeable to small ions or neutral 
molecules5 and may also form inclusión complexes.6 
The large number of possible kinds of 0-helices rep- 
resents a major complicating factor in the conforma­
tional analysis of |3-helical oligopeptides. Therefore, 
the task to define the ion-transport properties of trans- 
membrane channels formed by different j3-helices 
could be greatly simplified by using conformationally 
constrained oligopeptides capable of forming only a 
limited number of selected kinds of /3-helices. N- 
methylation as conformational constraint seemed 
promising since NMe groups can destabilize several 
of the possible kinds of jS-helices—namely, those in 
which they interfere with the intra- or interchain H 
bonding—leaving the other kinds practically unaf- 
fected. In addition, NMe groups can destabilize pos­
sible aggregates where the peptide chains are in ex­
tended conformation.7
/3-Helix conformations share an important number 
of structural features with /3-sheet ones, as a set of 
hydrogen bonds between amino and carbonyl back- 
bone groups, and 4>l, valúes in poly-L-
and poly-D-polipeptides.8,9 Moreover, the stability of 
/3-helix depends on the influence of various structural 
factors, such as the length of the peptide chain, the 
nature of the lateral substituents and of the end 
groups, the position of the NMe groups in the chain, 
the solvent and the specific pattem of configuration 
(dld  or ldl), which may modify the conformational 
properties of the D,L-altemating peptide.7 Several d ,l- 
altemating oligonorleucine have been synthesized for 
the characterization of these structures and to study 
the contribution of hydrophobic interaction of the 
linear side chains that stabilize one specific helical 
conformation. In attempts to achieve specific kinds of 
j3-helices by using the N-methyl group as conforma­
tional constraint, a set of D,L-altemating oligonor- 
leucines having a N-methylated residue at the fourth- 
last position o f the chain10,11 were synthesized and 
investigated.
In this work, the structural characterization in so­
lution of one synthetic oligopeptide of norleucine will 
be discussed. The XIIMe10 is a peptide with twelve 
D,L-altemating norleucines that has Boc— and 
—OMe as ending groups and presents a N-methyl 
group in the n — 3 residue.
The XIIMe has the following sequence: Boc-{i> 
Nle-L-Nle)4-D-MeNle-L-Nle-D-Nle-L-Nle-OMe. 
The structural characterization was carried out using 
distances and dihedral restraints derived from two-
fi-Helix NMR Structure 111
dimensional NMR spectroscopy experiments in com- 
bination with molecular dynamics simulations. The 
aggregation State has been checked by NMR Diffu- 
sion Ordered Spectroscopy (DOSY) experiment12; the 
calculated diffusion coefficient agrees with a mono- 
mer conformation. The most stable structures ob- 
tained have always shown a great convergence to Z344 
model conformation, independent of calculation 
methodology, different starting structures, and/or mo­
lecular dynamics trajectories.
MATERIALS AND METHODS
The synthesis of XIIMe D,L-altemating oligopeptide has 
been described elsewhere.10 NMR samples were prepared 
by dissolving 5 mg of the peptide in 0.6 mL of deuterated 
chloroform for a concentration 5.5 mM.
^  NMR spectra were recorded on a Varían Unity spec- 
trometer operating at 400 MHz. Unless otherwise indicated, 
all spectra were acquired at 289 K. Phase-sensitive double 
quantum filtered correlated spectroscopy (DQF- 
COSY),13,14 total COSY (TOCSY)15,16 and rotating frame 
nuclear Overhauser spectroscopy (ROESY)17,18 spectra 
were used for sequence-specific assignments of the XIIMe 
peptide. TOCSY spectra were recorded using a MLEV-17 
sequence19 with mixing times of 15, 40, and 80 ms.20 For 
ROESY experiments, mixing times were 100 and 200 ms. 
Typically, the number of scans varied from 32 to 64, the 
number of t, increments from 256 to 512, and the number 
of points in the t2 dimensión was 4096. Shifted sine-bell or 
gaussian window fimctions were applied prior to Fourier 
transform. The number of points for processing was 2048 or 
4096 in both dimensions and zero filling was employed to 
increase the digital resolution. When necessary, polynomial 
baseline corrections were applied in (o2 for ROESY spectra. 
All the spectra were acquired in phase-sensitive manner 
with time proportional phase increments (TPPI).21 Data 
were processed and analyzed on a Silicon Graphics Work- 
station using VNMR Varían Software.
The V NH_ aH scalar coupling constants were measured 
from peak-to-peak separation in one-dimensional (ID) and 
in DQF-COSY spectra. Strong window fimctions were ap­
plied prior to Fourier transform in order to minimize the 
effect of peaks overlaping. These valúes are very interesting 
at structural level because <f> and ift dihedral angle valúes can
be restrained in a determined range through Karplus expres-
22sion.
Interproton distances for XIIMe peptide were obtained 
by measuring cross-peak volumes in the ROESY spectra of 
oligopeptides. Three upper boimds 3, 4, and 5 Á for dis­
tances were assigned corresponding to three different NOE 
cross-peaks intensities: strong, médium, and weak respec- 
tively.23,24
The Insight-Ü program25 was used for molecular model 
construction and for structural analysis of the different 
obtained conformations. The Discover program26 was uti- 
lized for molecular dynamics calculations, including energy
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FIGURE 1 Ribbon models o f  XIIMe buildup through <f> and t¡j bibliographic valúes and after an 
energy minimization by steepest descent and conjúgate gradients o f  (A) /T*4 helix and (B) /36 3 helix.
minimization, molecular dynamics,27 and simulated anneal­
ing.28 For m olecular relaxation, the following energy m in­
imization scheme was used: first, in order to remove bad 
steric contacts, the steepest descent method was applied2 ;^ 
then a more powerful convergent method as Conjúgate 
Gradient30'31 was carried out. AM BER32 MSI versión was 
used as forcé field.
There is no available a x-ray structure for XIIMe pep­
tide; therefore, a XIIMe initial theoretical model was built. 
The $  and i// j3-helix dihedral angle valúes from the litera- 
ture8-33 were applied to an extended d , l  altemating polynor- 
leucine chain, and used for the generation o f  the XIIMe 
empirical model. Conformational energy calculations have 
shown that the /3-helix with 4.4, 6.3, and 8.3 residues per 
tum  are stable structures.8 In principie, the two models with 
lower number o f  residues per tum, 4.4 and 6.3 /3-helices, 
have been selected because the steric repulsions among 
norleucine side chains is relatively small.7 Henee, for /34 4 </> 
and i¡ j dihedral angle valúes were <f>D = 125°, t//D =  -8 5 ° ,  
<f>, =  -8 0 ° ,  i//, =  100°; whereas for /36 3 conformation <f>D 
=  140°, (|/D =  —85°, c/>, =  —106°, i/rL =  122° valúes were 
applied. An extended conformation was assumed for initial 
side chain coordinates.
Before restrained molecular dynamics calculations 
(RMD) the initial coordinates o f the Z34 4 and /36 3 empirical 
models were relaxed by energy minimization using steepest 
descent and conjúgate gradient, until 0.01 in the rms valué 
o f all atomic derivatives (rmsd) as convergence criteria. In 
energy calculations a 17 Á cutoff distance was employed 
with a switching function between 15 and 17 Á for van der 
W aals terms. The structures obtained after relaxation for 
both models are shown in Figure 1, /34 4 (Figure la) and /36 3
(Figure Ib). Two different trajectories were m n, at 300 and 
500 K. The RMD at 300 K includes 1 ps o f heating and 
equilibration, then 250 ps o f  free dynamics. During the 300 
K. RMD a structure was relaxed through energy m inimiza­
tion at 0 K every 10 ps. The protocol used for the RMD at 
500 K is slightly different; 2 ps heating and equilibration 
stage was applied. During the 250 ps free trajectory at 500 
K, every 10 ps the temperature was slowly decreased from 
500 to 0 K by an exponential function, and then the structure 
was relaxed through energy minimization. A distance de- 
pendent dielectric constant e =  1 * r was used.
For restrained simulated annealing calculations 
(SARMD) the fülly extended conformation o f  XIIMe pep­
tide was used as starting structure differing in random 
assignments o f  initial atomic velocities; therefore, the ac- 
cessible conformational space can be adequately sampled.34 
In these calculations a 12 Á cutoff distance was employed 
with a switching function between 10 and 12 Á for the van 
der Waals terms. As a first step, a mild minimization with- 
out constraints was performed in order to remove bad steric 
contacts and improve the stability o f  the simulated anneal­
ing calculation. The annealing procedure included two 
stages: weight annealing and temperature annealing.35 The 
process begins with o f 1 ps at 1000 K where the weight 
contribution o f the constraint term is larger than the rest o f  
energy terms o f  the forcé field. Then by means o f  several 
steps o f molecular dynamics at 1000 K the weight contri­
bution o f the bonds 0 and (f>, and out-of-plane terms, are 
rescaled from 2.5 * 10-4  to 1.24 kcal/mol, nonbonded terms 
from 1.5 * 10-3  to 1.24 kcal/mol. Then a temperature 
annealing with a length o f 40 ps was carried out in order to 
slowly cool down the system from 1000 K to 200 in con-
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FIGURE 2 Contour plot o f  the NH— aH  (A) and NH— side-chain región (B) from the TOCSY 
spectrum o f  XIIMe at 400 MHz in d-chloroform at 298 K, resulting fforn the addition o f three 
spectra recorded with mixing times r m o f  15, 40, and 80 ms.
stant decrements o f  20 K. At the end the structure was 
minimized by steepest descent and conjúgate gradient using 
a distance dependent dielectric constant e =  1 * r and e 
=  4.8 (dielectric constant o f  deuterated chloroform). In 
these simulated annealing calculations we use distance and 
dihedral angle constraints derived from NMR, moreover the 
(ü angles were fixed to 180° ±  10o.
RESULTS
The H-bond network formation in a set of D,L-nor- 
leucine oligopeptides was previously elucidated 
through the analysis of Chemical shifts, and their 
dependence on the solvent and temperature by ID 
NMR.10 These studies suggest that the structure /344 
might be the preferred conformation of XIIMe in 
solution. Nevertheless, the j36 3 model is the confor­
mation that holds the Gramicidin according to previ- 
ous studies.36-38 Therefore, both models will be use- 
ful for testing the coherence of NMR data, and to 
verify if this experimental data can unambiguously 
discriminate between these possible structures.
The spin system for all the residues of XIIMe 
oligopeptide were completely identified through 
DQF-COSY and TOCSY spectra at different mixing 
times. As an example, in Figure 2 the HN-aliphatic
región of TOCSY spectrum resulting from the addi­
tion of three spectra recorded with mixing times rm of 
15, 40, and 80 ms20 is shown. As can be seen in 
Figure 2, the whole set of norleucine proton spin 
system from HN to 8H and CH3 can be clearly iden­
tified. The norleucine(9) is the methylated residue, 
and it can be easily identified because it has no HN—aH 
signal, and its aH signal is shifted to higher fields due to 
the proximity of the methyl group.39 On the other hand, 
a significant dispersión of HN—aH cross peaks can be 
appreciated in Figure 2. This fact can be related to the 
existence of a stable and regular structure, indicating a 
different dielectric environment for HN protons.39
Sequence-specific assignments for XIIMe were ob­
tained by sequential interresidue NOE connectivities 
aH(/ — 1)— HN(z') from ROESY spectra. These 
cross peaks are particularly strong and can be easily 
differentiated from intraresidue HN(/)— aH(¡), and 
long distance resonances having weaker NOE inten- 
sities, as, for instance, it is shown in Figure 3 for the 
inter- and intraresidue cross-peaks for residues 11 and 
12. Moreover, the intraresidue signáis can be eluci­
dated from DQF-COSY and TOCSY spectra (Figure 2). 
The intensity difference between intra-, HN(z)—oH(z'), 
and interresidue, aH(z — 1)—HN(/), resonances can be 
explained by checking the corresponding distances in
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FIGURE 3 Contour plot o f  the NH— aH  región from ROESY spectrum o f XIIMe at 400 MHz in 
d-chloroform at 298 K recorded with a mixing time Tm o f 200 ms. NH— aH , intra- and interresidue 
cross peaks are labeled.
both XIIMe models (3? 4 and /36 3. The theoretical inter­
residue aH(¡ — 1)—HN(/) distances in both models are 
shorter than intraresidue HN(/)— aH(/') ones. As a 
starting point for sequence-specific assignments, the 
interresidue connectivity aH(9)—HN(10) was used 
(Figure 3). The intraresidue aH(10)—HN(10) cross 
peak lies on the horizontal line corresponding to 
HN(10) Chemical shift. From the aH(10)—HN(10) 
cross peak a vertical line leads to aH(10)—HN(ll) 
connectivity, at this resonance a horizontal line leads 
to aH (ll)—HN(11) cross peak. Following a similar 
pathway, the complete sequence-specific assignments 
were obtained. In Table I all proton Chemical shifts 
for XIIMe peptide are gathered.
The primary NMR data used in structure calcula­
tions are interproton NOEs, obtained in this case from 
rotating frame (ROESY) experiments. However, not 
all of the NOEs observed for short linear peptides in 
solution can be useful in the structure calculation, due 
to the likelihood of conformational averaging. The 
NOEs that best distinguish folded from unfolded con- 
formers, and are most indicative of folded population 
are those between nonsequential interresidue proton 
pairs. These distances are short only in the subset of 
conformers that present a folded conformation; in 
unfolded forms the distances would be too long for
the NOE to be observable. Thus, in a peptide with a 
small or negligible population of folded forms, me- 
dium-range NOEs would not be observed.2 ’ As it can 
be seen in Table II, a significant part of the NOEs 
found in XIIMe peptide are nonsequential interresidue 
cross peaks, indicating the presence of an important 
proportion of a well-defined folded conformation. 
These NOEs indícate that the backbone for XIIMe 
peptide is relatively fixed in orientation in a tightly 
folded conformation and that the population is enough 
to give rise to easily observed NOEs. In Figure 4 we 
show several nonsequential HN—aH distances mea- 
sured in /344 model that agree with the NOE cross 
peaks obtained in ROESY spectra. Moreover, a sig­
nificant number of connectivities for the N- and C- 
terminal ends of the XIIMe peptide have been iden­
tified under utilized experimental conditions (Table 
II). On other hand, due to the weak intensity of all 
HN(í')— aH(i) intraresidue cross peaks, a valué of 5 
Á as upper distance between HN(/) and aH(i') for all 
residues was used as constraints.
Another important set of distance restraints for 
peptide structural characterization are those involving 
side chains. Moreover, the intraresidue side-chain 
connectivities, a significant number of medium-range 
interresidue ones have been identified (Table III)—in
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Table I Resonance Assignments for XIIM e (ppm) at 298 K in d-Chloroform
Residue HN aH 0H yH SH c h 3
Nleul 6.35 4.20 1.63 2.04 1.36 0.90
Nleu2 6.94 4.54 1.74 1.64 1.35 0.88
Nleu3 8.24 4.48 1.68 1.95 1.34 0.90
Nleu4 6.64 4.50 1.56 1.72 1.26 0.85
Nleu5 8.43 4.35 1.70 1.67 1.22 0.90
Nleuó 7.98 4.35 1.83 1.75 1.35 0.89
Nleu7 7.72 4.41 1.59 1.72 1.26 0.86
Nleu8 8.44 4.64 1.79 1.57 1.26 0.84
Nleu9 — 5.21 1.61 1.84 1.33-1.20 0.86
Nleu 10 8.21 4.37 1.64 1.86 1.26 0.86
N le u l1 6.99 4.58 1.73 1.86 1.31 0.88
Nleu 12 7.45 4.45 1.68 1.82 1.30 0.88
particular, for residues located at central part of the 
XIIMe peptide.
Two different strategies have been used for XIIMe 
peptide structural determinaron. In first place, a set of 
250 ps RMD using two distinct starting conforma­
tions, j84 4 and /36 3, were run. Second, a simulated 
annealing simulation was done using extended con­
formation as initial coordinates, and random veloci- 
ties assigned to each atom. In all the calculations 
(Tables II and III), the whole set of experimental 
distances and dihedral angle constraints through 
3«Jnh—<*H» (Table IV) were considered.
The lowest energy final XIIMe structures fforn the 
RMD at 300 K are quite similar to the starting |34 4, 
root mean square differences (RMSDs) relative to /34 4 
is slightly over 1 Á (Table V). Whereas /36 3 model
Table II Backbone Interresidue NOE Constraints 
Used in the Structure Calculations
Proton Pair Upper Distance (Á)
Nleu2 NH— N leul aH 4
Nleu2 NH— N leul NH 5
Nleu3 NH— Nleu2 aH 4
Nleu3 NH— Nleu7 aH 5
Nleu4 NH— Nleu3 aH 4
Nleu5 NH— Nleu4 aH 3
Nleu5 NH— Nleu9 aH 5
Nleu6 NH— Nleu5 aH 5
Nleu6 NH— Nleu2 aH 5
Nleu7 NH— Nleuó aH 3
Nleu7 NH— N leul 1 aH 5
Nleu8 NH— Nleu7 aH 3
Nleu8 NH— Nleu4 aH 5
Nleu 10 NH— Nleu9 aH 4
Nleul 1 NH— Nleu 10 aH 3















FIGURE 4 Backbone structure o f  the /34 4 helix model 
including NH(6)— aH (2), NH(8 >—aH (4), NH(3)— aH (7), 
NH(5)— aH (9), and NH(7)— aH (l 1) distances correspond- 
ing to interresidue NOE cross peaks observed in ROESY 
spectra.
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Table III Side-Cbain NOE Constraints Used in the 
Structure Calculations
Proton Pair Upper Distance (Á)
Nleul aH—Nleul /3H 5
Nleul aH—Nleul yH 5
Nleu2 all—Nleu2 0H 5
NIeu2 NH—NIeu2 yH 5
Nleu3 aH—Nleu3 j3H 4
Nleu3 aH—Nleu3 yH 5
Nleu3 aH—Nleu8  /3H 5
Nleu5 aH—Nleu9 0H 4
Nleuó aH—Nleuó /3H 4
Nleuó aH—Nleul yH 5
Nleu7 aH—Nleu 12 /3H 5
Nleu8  NH—Nleu8  j3H 5
Nleu8  aH—Nleu8  |3H 5
Nleu9 aH—Nleu9 /3H 5
Nleu9 aH—Nleu9 SH 5
Nleu9 aH—Nleu 10 yH 5
Nleu9 aH—Nleul2 /3H 5
Nleu9 aH—Nleul2 yH 5
Nleu9 yH—Nleu9 /3H 5
Nleul 1 NH—Nleul 1 /3H 5
Nleul 1 aH—Nleul 1 yH 5
Nleul 1 aH—Nleul 1 SH 5
was used as initial coordinates for RMD at 300 K a 
significant difference between starting and final con­
formations has been detected. This fact could indícate 
that the change of the folded structure is essential to 
satisfy the experimental NMR restraints. However, 
the atomic coordínate RMSDs valúes obtained do not 
clearly point to any model, suggesting that the system 
at 300 K does not arrive to a defined conformation 
within simulation time.
In order to overeóme higher energy barriere, a 
RMD at 500 K of 250 ps was carried out. Similar 
conclusions to those obtained at 300 K were obtained. 
In these calculations, independent of the starting con­
formations used in the RMD, the more stable final 
XIIMe structures are closer to the )34 4 model than to 
/36 3 one (Table V). In general, it can be concluded 
that the experimental restrictions are coherent with the 
Z34'4 model, because when the 063 model conforma­
tion is used as initial point the final relaxed structures 
obtained by the application of the experimental re­
straints are quite different to the original one, being 
closer to ($*4 coordinates than to /36 3 ones.
Finally, and trying to avoid any biased interpreta- 
tion of experimental constraints, a simulating anneal­
ing calculation (SARMD) at 1000 K was run using as 
starting structure the extended conformation of XIIMe 
peptide. In this calculation the whole set of experi­
mental restraints, including hydrogen bonds (H-bond)
and dihedral angle constraints were used. Upper and 
lower valúes for the <f> dihedral angle were assigned 
by inspection of the valúes of the Vnh—«h coupling 
constants. The valúes measured were greater than 7 
Hz (Table IV) valúes characteristic of )3 structures— 
henee the (f> dihedral angle was restrained in the 
ranges firom 60° to 140° for d  residues and from —60° 
to —140° for l  residues. The lower energy structures 
obtained are quite similar to the ones from RMD, with 
Et — —47.68 ± 2.11 kcal mol-1, and atomic coor­
dínate RMSD valúes vs /J4-4 and /36 3 models of 0.85 
± 0.10, 3.60 ± 0.14, respectively. In Figure 5 the 
superposition of the ten lower energy structures ob­
tained in this calculation with both models is shown. 
Again, there is a good indication that the XIIMe 
peptide structure in nonpolar environment is cióse to 
the Z34 4 model, not to /36'3 or other kind of structures.
DISCUSSION
The whole set of NMR experimental data, from Chem­
ical shift dispersión to J  coupling constants, including 
NOE cross peaks, shows that the XIIMe oligopeptide 
is preferentially present in a defined conformation in 
nonpolar solvent. The dispersión of !H Chemical 
shifts (Figures 2 and 3) can be directly related to the 
presence of a main preferential conformation of the 
XIIMe oligopeptide in solution. For instance, the 
aH—NH Chemical shifts are spread from 6.3 to 8.5 
ppm (Figures 2 and 3). In addition, all the Vnh—«h 
valúes are greater than 7 Hz (Table TV). These valúes 
are typical of /3-sheet conformation22; in contraposi- 
tion, Vnh—oh valúes lower than 4 Hz for a-helix 
conformations.22 Henee, the above data seem to point 
out that the stable conformation in solution of the 
D,L-altemating XIIMe peptide corresponds to a /3-he-
Table IV V NH_^I¡H Coupling Constants from DQF- 
COSY Used in Structure Calculations
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Table V Results o f M olecular Dynamics Calculations
Temperature
Initial
Coordinates E, (kcal/mol)a E Noe (kcal/mol)3
RMSD (Á) 
vs Z34 4 b
RMSD (Á)
vs 0 6 3 b
300 K f}44 - 9 5 .6  ±  1.3 0.14 ±  0.09 1.27 ±  0.11 3.51 ±  0.05
06.3 -9 1 .8  ±  0.7 0.12 ±  0.06 2.50 ±  0.50 3.56 ±  0.09
500 K /34 4 -9 2 .9  ±  1.2 0.43 ±  0.08 0.94 ± 0 .1 4 2.67 ± 0 .1 5
0 63 -8 9 .9  ±  0.5 0.34 ± 0 .1 0 1.96 ±  0.14 3.32 ±  0.10
a Mean total energy calcuiated with the ten lower energy structures obtained in each RMD. 
b Mean backbone RMSD calcuiated from ten lower energy structures.
A B
N —Terminal end N -T en n in a l end
C -T c r m in a l  end C -T c r m in a l  end
FIGURE 5 Top view and side view o f  the backbone superposition o f ten lower energy structures 
(in blue) from restrained simulated annealing at 1000 K using the program Discover with (A) ¡3? 4 
helix model (in red) and (B) /36 3 helix model (in red).
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lix conformation. Among the different 0-helix stable 
conformations, /34 4, /36'3, and /38'2, the two first ones 
can be the most representative for XUMe peptide 
structure in solution, due to the low steric repulsión of 
norleucine side chains.
Once the most probable models for describing the 
XIIMe solution conformation are established, the next 
step is to verify the aggregation State of the peptide. In 
all the NMR data, including different temperatures, 
there is always present only a set of resonances cor- 
responding to a unique conformation. The most usual 
aggregation State of D,L-altemating oligopeptides in 
nonpolar solvents are monomer and/or dimer confor­
mations.10 There have been no observed intermolec­
ular NOEs between two different chains—henee 
dimer or higher aggregation States are precluded. 
Moreover, in the DOSY spectra12 a unique set of 
cross peaks (data not shown) can be exclusively ob­
served. These DOSY cross peaks correspond to a 
monomer difíusion coefficient. Likewise, the mono­
mer conformation can explain the possible H bond 
between Boc-NH with CO of residue 4, in agreement 
with the displacement of its amide Chemical shift 
(Snh) to higher field, 6.35 ppm, respect to established 
valúes for not H-bonded amide group, 6.5 ppm.40
The elucidation between /B4 4 and /363 monomer 
conformations for the structure of XIIMe peptide can 
be done through the analysis of the H-bond network, 
directly related to 8 ^  valúes, and by the presence and 
intensities of NOE cross peaks.
There has been established a direct correlation 
between the participation of an NH group in a H bond 
and its 8 ^  for oligopeptides in nonpolar solvents.11 
The Snh > 7.0 ppm for those NH groups implied in 
H bond, whereas for those not involved in H-bond 
8 ^  the valúes are between 6.5 and 7.0 ppm. From the 
Table I it can be observed that the residues with 5 ^  
> 7.0 ppm are 3, 5, 6, 7, 8,10, and 12, whereas those 
with Snh between 6.5 and 7.0 ppm are 2, 4, and 11. 
The H-bond network for the /B4-4 and £6 3 standard 
models, Figure la and Ib, respectively, are com- 
pletely different. The relative orientation between NH 
and CO groups, related to the helical pitch, in the /B44 
model allows to the amide of residues 3, 5,6, 7, 8,10, 
and 12 the possibility of establishing H bonds with the 
respective ceto groups of residues 6, 8,1,10,3,5, and 
7 respectively. However the NH of residues 2,4, and 
11 are not able to origínate H bonds because they are 
not properly oriented at the end of the /3-helix. How­
ever, in the /36 3 model the residues that NH can be 
involved in H bonds are 2,4,6 and 11. Henee, the 8 ^  
valúes observed for the D,L-altemating XIIMe peptide 
in chloroform are in complete agreement with the 
H-bond network of the j34 4 model.
As it has been pointed out, a large number of 
nonsequential NOEs have been observed (Tables II 
and III), being related with a preferential, stable con­
formation in solution. Nevertheless, in particular there 
are four connectivities that should be pointed and 
discussed—those a médium range: HN(/)—aH(i 
+ 4) for / = 3, 5, 7, and HN(i)—aH(i -  4) for i 
= 6, 8. These resonances are important because they 
are directly related to helix conformation and can 
provide information about the number of residues per 
tum. The HN—aH distances HN(i)-—aH(i + 4) 
when i = odd and HN(i)—aH(i — 4) when i 
= even in the jS4 4 model ranges from 3.45 to 4.05 Á. 
From the whole set of expected medium-range con­
nectivities in model J34'4, only those corresponding to 
the central part of the XIIMe peptide have been ob­
served, with the exception of HN(10)—aH(6) due to 
overlapping problems (Table II).
On the other hand, the theoretical medium-range 
distances in the /36'3 model are between HN(i')—aH(i 
+ 6) for i = odd and HN(/)— aH(/ -  6) for i 
= even. Neither of these connectivities have been 
observed in ROESY spectra.
Obviously, the most stable D,L-altemating XIIMe 
peptide conformations must be characterized through 
structure calculation, using the complete set of NMR 
restraints, NOEs, 3JNH_ aH, and H bonds. NMR ex­
perimental data constraints, NOE, 3/ NH^ lH and H 
bond, and different conformational models, |34 4 and 
/36 3, were gradually and simultaneously verified. In a 
first step, NOE restraints were checked, and a set of 
two RMD calculations at two different temperatures 
were run using two different starting model structure 
conformations, jS4 4 and /36 3. In all the calculations, 
NOE data were almost exclusively compatible with 
the /B4'4 conformation, and not with the /36-3 model. 
Once NOE constraints were compared vs single /3-he- 
lical models, a SARMD simulation at 1000 K using 
NOE and V m h — « h  valúes as restraints, and a fully 
extended peptide structure as starting point, was run 
in order to check the stable folding and conforma­
tional type of XHMe peptide avoiding any biased 
influence from starting conformation. Again, the most 
stable SARMD structures fit better to model j34 4 than 
to the 06 3 one. Moreover, in these conformations of 
XIIMe from intermedíate SARMD calculations the 
direction and distances between NH of residues 3, 5, 
6, 7, 8, 10, and 12, and CO of residues 6, 8, 1, 10, 3, 
5, and 7, were adequate for H-bond formation. The 
H-bond network observed in those structures agrees 
with the corresponding one for the /B44 model and not 
for the /36'3 one, as discussed from 8 ^  valúes. Fi- 
nally, a SARMD simulation at 1000 K, in which 
besides NOE and 3JNH_ aH restraints H bonds were 
included, was calcuiated. The final most stable struc-
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tures from that SARMD are almost identical to Z34'4, 
as can be easily verified in Figure 5.
CONCLUSIONS
The whole set of NMR data, Chemical shift valúes and 
dispersión, J  coupling constant valúes, and NOEs 
intensities suggest that the XIIMe is present as a 
unique monomeric well-defined folded conformation 
in a nonpolar solution. Moreover, the HN(i)—aH(i 
+ 4) and HN(i')—o:H(/ — 4) ROESY cross peaks 
for odd and even residues, respectively, seem to point 
out that the XIIMe monomeric conformation agrees 
well with the fi4 4 helix. On the other hand, the RMD 
calculations at 300 and 500 K confirm that the set of 
experimental NMR restraints are almost in complete 
agreement with the /S4 4 model, and practically incon- 
sistent with the /36 3 helix structure. Finally, from the 
simulated annealing calculations the complete set of 
NMR experimental constraints are able to fold the 
fully extended initial coordinates to a (3? 4 conforma­
tion, without fínding any other lower energy struc­
tures.
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Numerous experimental studies of the conformational 
characteristics of linear peptides formed by regularly 
altemating d- and L-residues have been carried out, 
and have indicated that they are able to assume very 
specific conformations. These include, among others, 
some of the various kinds of single- and double- 
stranded /3-helical structures predicted for syndiotac- 
tic peptides on theoretical grounds. With the aim at 
better characterizing these structures and at evaluating 
the role played by structural factors, such as length of 
the peptide chain, nature of lateral substituents and 
terminal groups, a systematic study of different series 
of D,L-altemating oligonorleucines is being carried 
out. 1 - 3
In our previous work, the structure of a D,L-alter- 
nating oligonorleucine of 1 2  residues (n  = 1 2 ) and 
methylated at the residue 9 from N-terminal was 
characterized as a single /T^-helix by NMR and mo­
lecular dynamics. 1 The interest for /3-helix structures 
arises from the observation that this conformation is 
able to form specific ion-conducting channels across 
natural and synthetic membranes as gramicidin A 
does. 4 - 6
This oligonorleucine peptide belongs to a family of 
synthetic peptides prepared to get insight into the 
factors that determine the formation of the different 
kinds of jS-helical structures. These factors are the 
steric volume of the side chains, N-methylation that 
can avoid formation of H bonds to stabilize a given 
conformation, nature of terminal groups that deter­
mine the aggregation state, and main-chain length.
In this work, the structural characterization in so­
lution of an additional synthetic norleucine (Nle) oli­
gopeptide is discussed. The XVMe peptide2  is a pep­
tide with fifteen D,L-altemating norleucines which has 
Boc- (t-butyloxycarbonyl) and -OMe (methoxy) as 
terminal protections, and an N-methyl group at the 
residue 12 from the N-terminal.
The XVMe peptide has the following sequence: 
Boc-L-Nle-(D-Nle-L-Nle)5 -D-MeNle-L-Nle-D-Nle-L- 
Nle-OMe. Its tridimensional structure was character­
ized using distance and H-bond restraints derived 
from two-dimensional NMR experiments in combina- 
tion with molecular dynamics simulations. The NMR 
data and calculation results point out to a double- 
stranded antiparallel j35  6-helix structure as the major 
conformation adopted by XVMe in chloroform solu­
tion.
MATERIALS AND METHODS
The synthesis of the XVMe D,L-altemating oligopeptide has 
been described elsewhere. 2  NMR samples were prepared by
D ,L -A ltem ating  O lig o n o r leu c in e  1 9 9
dissolving 10.3 mg of the peptide in 0.6 mL of deuterated 
chloroform to a dimer concentration of 4.7 mAf.
NMR spectra were recorded on a Varían Unity spec- 
trometer operating at 400 MHz. Unless otherwise indicated, 
all spectra were acquired at 303 K. Total correlated spec­
troscopy (TOCSY) 7 , 8  and rotating frame nuclear Over- 
hauser effect spectroscopy (ROESY) 9 , 1 0  spectra were used 
for sequence-specific assignments of the XVMe peptide. 
TOCSY spectra were recorded using the MLEV-17 se­
quence. 1 1  Mixing times for TOCSY were 15,40, and 80 ms 
for XVMe peptide. 1 2  Mixing times for ROESY experiments 
were 100 and 200 ms. Typically, the number of scans varied 
from 32 to 64, the number of tx increments from 256 to 512 
and the number of points in t2  dimensión was 4096. Shifted 
sine-bell or Gaussian window fimctions were applied prior 
to Fourier transform. The number of points for processing 
was 2048 or 4096 in both dimensions and zero-filling was 
employed to increase the digital resolution. When neces- 
saiy, polynomial baseline corrections were applied in w2 for 
ROESY spectra. All the spectra were acquired in phase- 
sensitive manner with time-proportional phase increments 
(TPPI) . 1 3  Data were processed and analyzed on a Silicon 
Graphics Workstation using the VNMR Varían Software.
Interpreten distances for the XVMe peptide were ob­
tained by measuring cross-peak volumes in the ROESY 
spectra of oligopeptides. Three upper bound distances (3, 4, 
and 5 Á) were considered, corresponding to three different 
NOE cross-peak intensities (strong, médium, and weak, 
respectively) . 1 4 - 1 7
InsightlI program1 8  was used for molecular model con- 
struction and for structural analysis of the different obtained 
conformations. There is no available x-ray diffraction struc­
ture for the XVMe peptide; consequently, <f> and ifi /3-sheet 
dihedral angle valúes from literature1 9 , 2 0  were applied to an 
extended D,L-altemating oligonorleucine chain and used for 
the generation of XVMe initial empirical models. As dis­
cussed later, the NMR data show that the main global 
structure of XVMe in solution is consistent with double 
antiparallel strands. Conformational energy calculations 
have shown that the double-stranded antiparallel /3-helix 
with 5.6 (/35  6  t i )  and 7.2 (/37 , 2  f  i  ) residues per tum are 
stable structures. 1 9  Henee, these structures were selected as 
models. For the /35 ' 6 1 I -helix </> and tf/ dihedral angle 
valúes were </>D = 115°, ipD = -75°, </>L = —145° , tf/L 
= 180°; whereas for the /37 , 2  f  j  -helix the </>D = 135°, if/D 
= —105°, </>L = —145°, iJ/L = 165° valúes were applied. 
The side chains were initially built in their extended con­
formations.
The DISCO VER program2 1  was utilized for molecular 
dynamics calculations, including energy minimization, mo­
lecular dynamics, 2 2  and simulated annealing. 2 3  For molec­
ular relaxation, the following energy minimization scheme 
was used: first, in order to remove bad steric contacts, the 
steepest descent method was applied. 2 4  Then, a more pow- 
erfiil convergent method, the conjúgate gradient2 5 , 2 6  
method, was exploited. AMBER2 7  MSI versión was used as 
forcé field.
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FIGURE 1 Ribbon models o f XVMe buildup using literatura </> and tfi valúes and after an energy 
minimization by the steepest descent and conjúgate gradients procedure o f (A) (356 |  i  and (B)
P7'2 T 1
Prior to the restrained molecular dynamics calculations 
(RMD), the initial coordinates o f the /35 6 f  |  and /37 2 1 1 
empirical models were relaxed by the energy minimization 
steepest descent and conjúgate gradient methods, with 0.01 
in the root mean square valué for all atomic derivatives 
(rmsd) as the convergence criteria. The theoretical relaxed 
conformations for double-stranded antiparallel /3-helix 
(35 6 f  j  and /37 2 |  i  models are shown in Figures 1A and 
IB, respectively. In energy calculations a 17 Á cutoff dis­
tance was employed with a switching function between 15 
and 17 Á for the van der Waals terms. Two different RMD 
trajectories were run, at 300 and 500 K. The RMD at 300 K 
includes 1 ps o f heating and equilibration, and 250 ps of free 
dynamics. During the 300 K RMD a structure was relaxed 
through energy minimization at 0 K every 10 ps. The 
protocol used for the RMD at 500 K is slightly different, in 
that case a 2 ps heating and equilibration stage was applied.
During the 500 ps free trajectory at 500 K, every 10 ps the 
temperature was slowly cooled down from 500 to 0 K by an 
exponential function, and finally the structure was relaxed 
through the conjúgate gradient method. For both RMD 
calculations, a distance-dependent dielectric constant e 
=  1 * r was used.
For restrained simulated annealing calculations 
(SARMD) two chains of 15 D,L-altemating norleucines in 
the fully extended conformation, placed in an antiparallel 
relative position, at a backbone-backbone distance of about 
9.5 Á with the side chains in an extended conformation, 
were used as the starting structure. The initial atomic ve- 
locities in SARMD calculations were randomly assigned; 
therefore the accessible conformational space can be ade- 
quately sampled .28 In these calculations a 12 Á cutoff 
distance was employed with a switching function between 
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FIG U R E  2 Contour plot of the NH— aH  región from the TOSCY spectrum of XVMe at 400 
MHz in d-chloroform at 303 K, resulting from the addition of three spectra recorded with mixing 
times Tm of 15, 40, and 80 ms.
mild minimization without constraints was performed in 
order to remove bad steric contacts and improve the stability 
of the simulated annealing calculations. The annealing pro- 
cedure included two stages: weight annealing and temper­
ature annealing.2', The process begins with 1 ps at 1000 K. 
where the weight contribution of the constraint term is 
larger than the rest o f energy terms of the forcé field. Then 
by means of several steps of molecular dynamics at 1000 K 
the weight contribution of the bonds, 0,4) and out-of-plane 
terms are rescaled from 2.5 * 10~4 to 1.24 kcal/mol, non- 
bonded terms from 1.5 * 10-3  to 1.24 kcal/mol. Then. a 
temperature annealing with a length of 40 ps was carried out 
in order to slowly cool down the system from 1000  to 200 
K in constant decrements o f 20 K. At the end the structure 
was minimized by the steepest descent and conjúgate gra­
dient methods using a distance dependent dielectric constant 
e =  1 * r. Likewise and in order to obtain a proper folding 
o f the initial extended coordinates, in addition to distance 
constraints, the H-bond restrictions were included in the 
SARMD calculations.
RESULTS
The complete spin system identification for all resi­
dues of XVMe was carried out through TOCSY spec­
tra at different mixing times. The HN—aH región of 
the TOCSY spectrum resulting from the coaddition of 
three spectra recorded with mixing times Tm of 15, 40, 
and 80 ms12 is shown in Figure 2, where at least two 
sets of cross peaks with different intensities can be 
clearly appreciated. The structural studies have been 
focused to the most populated conformation corre­
sponding to the most intense cross peaks. In this 
peptide, as the norleucine(12) is methylated, it can be 
easily identified because it has no HN—aH signal and 
its aH is shifted to higher fields due to the proximity 
of the methyl group. Furthermore, in Figure 2 a sig­
nificant dispersión of the HN—aH cross peaks can be 
appreciated, indicating a different dielectric environ- 
ment for the HN protons, which can be related to the 
existence of a stable and regular structure.14
Sequence-specific assignments for XVMe were 
obtained by the sequential interresidue NOE connec­
tivities HN(/+1)—aH(i') from a ROESY spectrum 
with a mixing time Tm of 200 ms (Figure 3). These 
cross peaks are particularly intense and easy to dis- 
tinguish from the intraresidue HN(i)—aH(z') cross 
peaks and from long-distance connectivities having 
weaker NOE intensities. Moreover, the intraresidue
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FIGURE 3 Contour plot o f the NH— aH  región from ROESY spectrum o f XVMe at 400 MHz 
in d-chloroform at 303 K recorded with a mixing time r m of 200 ms. The intraresidue correlations 
are marked with a square.
HN(í')—aH(i') connectivities can be elucidated from 
TOCSY spectra (Figure 2). Interresidue HN(/+1)— 
aH(i') distances are shorter than the intraresidue, 
HN(z)—aH(z) distances, as it can be checked in both 
XVMe models, j85 6 |  |  and ¡i12 ]  j , thus explain- 
ing the intensity differences between the two kinds of 
resonances. As shown in Figure 3, the HN(13)— 
aH(12) cross peak was used as a starting point for 
sequence-specific assignments. The intraresidue 
HN(13)—aH(13) cross peak lies on the horizontal 
line corresponding to the HN(13) Chemical shift. 
From the HN(13)- aH(13) cross peak a vertical line 
leads to the HN(14)—crH(13) cross-peak connectiv­
ity. Following a similar procedure, the complete se­
quence-specific assignments were obtained (Table I). 
The Chemical shifts for the groups Boc, NMe, and
OMe groups were 1.45, 2.72, and 3.68 ppm, respec­
tively.
The aH—aH and HN—HN regions of the ROESY 
spectrum at rm 200 ms (Figures 4 and 5), have been 
especially important to find connectivities between res­
idues located far away in the oligopeptide sequence. 
These long-range connectivities are essential to discrim- 
inate among different structural models, and as critical 
distance restraints to constraint the molecular dynamic 
calculations (Tables II and DI). In particular, the inter- 
strand connectivities, aH (ll)—aH(l), aH(12)—aH(4), 
aH(9)—aH(3), aH(10)—aH(6), NH( 15)—NH(1), 
NH(11)—NH(5), and NH(13)—NH(3) (Figures 4 and 
5, and Tables II and III), have been crucial to verify 




Table I Resonance Assignments for XVM e (ppm) at 
303 K in d-Chloroform
Residue HN aH yH 6H c h 3
1 6.41 4.23 1.70 1.95 1.31 0.86
2 7.67 4.83 1.82 1.31 0.88
3 8.30 4.99 1.59 1.73 1.35 0.86
4 8.60 4.73 1.49 1.25 0.88
5 8.70 4.79 1.60 1.66 1.30 0.86
6 8.60 4.84 1.70 1.28 0.86
7 9.14 5.00 1.61 1.64 1.30 0.85
8 8.50 4.77 1.72 1.71 1.26 0.91
9 9.14 4.56 1.76 1.69 1.40 0.88
10 8.29 4.95 1.92 1.80 1.23
11 9.02 4.96 1.51 1.54 1.28 0.84
12 — 5.09 1.90 1.44 1.25-1.19 0.86
13 9.35 4.47 1.66 1.72 1.30 0.88
14 6.67 4.90 1.77 1.32 0.88
15 8.44 4.50 1.76 1.86 1.38 0.91
The /3-helix conformations used as initial coordi-
nate models for RMD calculations were selected 
through the qualitative analysis of ROESY data. In 
particular, the NMR data obtained for XVMe are 
compatible with the double antiparallel /3-helices
d , l - Altemating Oligonorleucine 203
/35 6 |  i  and /37 2 1 i  (Figure 1). Likewise, the H- 
bond network of both models agrees totally with 
NMR data , as it will be explained later by NH 
Chemical shifts. Therefore, residue 1 of one strand has 
to be placed under residue 15 of the other antiparallel 
strand. The structures used as starting points for RMD 
simulations were built-up by placing two antiparallel 
strands of 15 D,L-altemating norleucines with the rel- 
ative position above described, folded according to 
the theoretical </> and <p torsión angles for each model. 
The complete set of distance constraints from NOE 
cross peaks used for structure calculations are col- 
lected in Table IV.
In order to avoid any biased interpretation of RMD 
simulations, the H-bond restrictions were not included 
in the initial calculations, since, although the same 
NH groups are involved in H-bonds in both models, 
these bonds are with a different CO group in each 
model structure (Table V). The total average energy 
valué is -323.84 kcal/mol for the ten most relaxed 
structures from a RMD at 300 K when /356 f j  is 
used as starting conformation. The backbone rmsd of 
these ten structures from the /35'6 |  I  and /37 2 f j  
models are 0.86 and 3.69 Á, respectively (Table VI). 
Nevertheless, when the /37 2 1 |  coordinates are uti-
n  (
FIGURE 4 Contour plot o f the aH — aH  región from ROESY spectrum of XVMe at 400 MHz 
in d-chloroform at 303 K recorded with a mixing time Tm of 200 ms.
88
Estudio estructural de péptidos de interés biomédico












7 . 5 7.09 . 5 9 . 0 8 . 5 a . o
n  (pi»>
FIGURE 5 Contour plot o f  the NH— NH región from ROESY spectrum of XVMe at 400 MHz 
in d-chloroform at 303 K recorded with a mixing time r m o f 200 ms.
lized as the initial conformation for RMD at 300 K the 
total average energy of the lowest energy structures is 
— 324.29 kcal/mol. These structures, compared with 
the /35 6 f |  and /37 2 t  1 , have a rmsd of 1.27 and 
3.75 Á, respectively. Although the RMD calculations 
at 300 K seem to point to the /35 6 f  j  model as the 
structure most compatible with NMR constraints, a 
complete unambiguous distinction between both mod- 
els /35 6 t  1 and /37 2 f  j  is not possible.
In the 500 ps RMD calculations, at 500 K, using 
the /35 6 |  |  model as initial coordinates, the ten 
lowest energy structures found have an average rmsd 
valué from the p 56 f 4 and p 12 1 4 models of 1.9 
and 3.79 Á respectively, and a total mean energy of 
—325.38 kcal/mol (Table VI). It is important to point 
out that this rmsd valué from the /35 6 |  4 model is 
significantly higher than the corresponding 300K 
RMD calculations. This fact can be explained by the
Table II Comparison Between a H — aH  NOE Cross- 
Peak Intensities Obtained from ROESY Spectra with 
the Distances M easured in the Theoretical Relaxed 
Models
Table III Comparison Between NH— NH NOE  
Cross-Peaks Intensities Obtained from ROESY  
Spectra with the Distances M easured in the 
Theoretical Relaxed Models
aH — aH Model p 7 2 t  1 Model p 5 6 t  4 NOE NH— NH Model p 7 2 f  4 Model p 5 6 t  4 NOE
1-9 2.21 _ _ 1-15 2.84 2.95 5
2-14 2.15 2.46 Diagonal 1-10 3.94 — —
3-7 2.18 — Diagonal 2-8 2.95 — —
3-9 — 2.27 4 2-10 4.32 3.55 5
4-12 2.49 2.41 4 3-10 — 3.81 Diagonal
5-5 2.22 — Diagonal 3-13 3.53 3.16 5
5-7 — 2.36 4 4 -6 3.19 — Diagonal
6-10 2.26 2.38 4 4-8 4.63 3.32 Diagonal
8-8 2.15 2.63 Diagonal 4-11 3.01 3.03 5
11-1 5.96 2.56 5 6-6 4.55 3.75 Diagonal
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conformational deviations shown at the termini of the 
|3-helix in the ten most stable structures of the RMD 
at 500 K. To reduce these distortions and to refine the 
structure, a set of H-bond restraints derived from the 
HN Chemical shifts in the TOCSY spectra and in- 
ferred from /35'6f |  model (Table V), were included 
in the RMD at 500 K. The final total average energy 
obtained for the ten lowest energy structures is 
-323.12 kcal/mol and the rmsd from the j35'6f 1 
and /37'21 |  models are 1.03 and 3.75 Á respectively 
(Table VI).
Finally, to verify the folding of the XVMe dimer 
from two antiparallel strand extended conformations,
Table IV List of NOE Distances Obtained from 
ROESY and Used as Constraints in RMD and 
SARMD



































* Only half of the whole set of restrictions are listed, being the 
remaining restrictions elucidated by symmetry between strands 1 
and 2.
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Table V Intersheet H-Bond Pairs Found in Models
(3* 61 i  and p72 \  |
NH Residue 
Number
CO in /S5  6  f  |  
Residue Number
CO in p 7 2 |  i  
Residue Number
K D 15 (2 ) 15 (2 )
2 ( 1 ) 1 0 (2 ) 8 (2 )
3(1) 13(2) 13(2)
4(1) 8 (2 ) 6 (2 )
5(1) 1 1 (2 ) 1 1 (2 )
6 ( 1 ) 6 (2 ) 4(2)
7(1) 9(2) 9(2)
8 (1 ) 4(2) 2 (2 )
9(1) 7(2) 7(2)
1 0 (1 ) 2 (2 ) BOC
1 1 (1 ) 5(2) 5(2)
1 2 (1 )
13(1) 3(1) 3(1)
14(1)
15(1) 1 (2 ) 1 (2 )
a set of simulated annealing calculations were per- 
formed. The most relaxed structures from a SARMD, 
using exclusively distance constraints from NMR 
data, show a distortion at the termini of the double 
helix, with a total average energy of —170.25 kcal/ 
mol and rmsd valúes of 2.1 and 3.76 Á from /35 61 |  
and jS7 2 f 1 , respectively (Table VII). These rmsd 
valúes may point to a p561 |  conformation, but 
these results are not completely unambiguous. This 
fact can be related to the lack of experimental re­
straints at the termini of the dimeric helix. Therefore, 
an additional constraint information, e.g., H-bond re­
strictions, is needed for further structural refinements. 
As it can be seen in Table V, each model, jB5'61 j  
and p1'2 t  i , has a different set of H-bond pairs. 
Then, two simulated annealing calculations using the 
two different H-bond networks were used to check the 
whole set of experimental constraints pertaining to the 
P561 i  and p 721 i  structures. When the /35'6f i  
H-bond restraint network is applied in the SARMD 
calculations a total average energy of —244.32 kcal/ 
mol, and rmsd valúes of 1.18 and 3.94 Á from 
P5 6 1 4 and p 7 2 4 | , respectively, are obtained. 
Whereas, when the /37'2 f |  H-bond constraints are 
included, the total average energy is —116.47 kcal/ 
mol, and rmsd valúes from p5 6 f |  and p12f |  are, 
4.50 and 1.91 Á, respectively.
DISCUSSION
In the TOCSY spectra of the XVMe peptide at least 
two different sets of cross peaks with different inten-
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Table VI Results of Restricted Molecular Dynamics Calculations
RMS Deviation in Áb
Condi tions Initial Coordinates £Tota]a (kcal/mol) ví /35  6 1 i  Model vi 07  2 1 i  Model
250 ps at 300K ^ •6 t  i/37-2 T i
-323.84
-324.29




500 ps at 500 Kc P5-6 !  i -325.38 1.90 3.79
500 ps at 500 Kc with H-bond 
restrictions from f J, /35  6  
model Z35  6 1  i -323.12 1.03 3.75
* Mean total energy calculated with the ten lowest energy structures obtained in each RMD. 
b Mean backbone rmsd calculated from ten lowest energy structures.
c In this calcularon the system was slowly cooled down by several dynamic steps until 200 K.
sities can be observed. This fact can be related to the 
existence of an equilibrium among several conforma- 
tions in solution. Moreover, a significant dispersión of 
NH-aH resonances is observed in both sets of most 
intense cross peaks, which is related to the existence 
of regular structures in solution due to a different 
dielectric environment. Spin system identification and 
sequential specific assignments for the main confor- 
mation have been achieved from TOCSY and ROESY 
experimental data. On the other hand, the information 
about the formation of H-bonds can be obtained 
through the analysis of Chemical shifts of NH groups 
(5nh).3 The Snh valúes higher than 7 ppm indicate 
that the amide protón is involved in a H-bond. From 
Table I it can be deduced that only the HN of residue 
14 does not form a H-bond. This finding can be 
explained because this residue is located in the exter- 
nal tum of the double helix. Moreover, the fact that 
residues 3 and 5 are involved in H-bonds can be only 
explained if they are covered by the last tum of the
other antiparallel strand. Furthermore, residue 1, co- 
valently bound to the Boc group, is also involved in a 
H-bond, as it can be deduced by its 5 ^  = 6.41 ppm.3
Long-range correlations between residues located 
far away in the primary structure can be observed in 
the aH—aH and HN—HN ROESY regions (Figures 
4 and 5, respectively). Particularly significant are the 
NOE cross peaks between residues 1-15, 2-10, 3-13, 
and 5-11 in the NH—NH ROESY región (Figure 5) 
and between residues 1-11, 3-9, and 4-12 in the 
aH—aH región (Figure 4). The observation of these 
cross peaks between protons located in residues so 
distant in the sequence clearly indicates that a double- 
stranded antiparallel structure is adopted by the main 
conformation of XVMe. In this structure there are two 
possible orientations for the relative position between 
helix terminal groups, Boc- and -OMe. Likewise, it is 
important to take into account that in the d , l  altemat- 
ing oligopeptide double antiparallel helix the NH 
bond orientation runs in two opposite directions with
Table VII Results Obtained from Simulated Annealing Calculations
Number of 
Restraints 
Violations RMS Deviation in Áb
Condi tions® ^Totai (kcal/mol)b £Noe (kcal/mol)b Max Min ví 05  6  f  i  Model ví /37  2  f  i  Model
Without H-bond restrictions -170.25 3.1 2 0 2 . 1 0 3.76
With H-bond restrictions
from f i  /37 ' 2  model -116.42 17.0 1 1 4 4.50 1.91
With H-bond restrictions
from |  |  ps 6 model -244.32 4.7 4 2 1.18 3.94
1 All these calculations include the experimental NMR distance constraints. 
b Mean total energy calculated with the ten lowest energy structures obtained in each SARMD. 
c Mean backbone rmsd calculated from ten lowest energy structures.
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respect to those of the helix. Therefore, the fact that 
NH of residue 1 is involved in a H-bond is only 
possible if the Boc- groups are covered by the -OMe 
groups, as it can seen in /35 61 j  and /37'21 4 mod­
els (Figures 1A and IB, respectively).
From a theoretical point of view the j35'61 |  and 
/37'2 f 4 models are the most probable for a double- 
stranded antiparallel jS-helix of D,L-altemating oli- 
gopeptides.3 There are two sets of experimental NMR 
information that can be used to verify which model 
can better describe the XVMe solution structure: H- 
bond network, and long-range protón distances. In the 
(i5 61 4 model the NH(14) protón is the only one 
which can not be involved in a H-bond in both 
strands, because of its relative orientation outside of 
the dimer structure and its position at the termini of 
the helix chain. However, in the j37'21 4 conforma- 
tion, with a different number of residues per tum, 
NH(10), NH(12), and NH(14) are not able to form 
H-bonds with the CO group of another residue. Nev- 
ertheless, NH(10) could be involved in a H-bond with 
the CO of the Boc terminal group. Likewise, residue 
12 is methylated and cannot form H-bond indepen- 
dently of the conformation adopted. Therefore, there 
is no way of unambiguously differentiating j35 61 4 
and /37'2 |  4 models only by using H-bonds from 
data. However, aH—aH and NH—NH NOE con­
straints from ROESY cross peaks (Tables II and IQ) 
may be useful for model discrimination. NH(1)— 
NH(10) and NH(2)—NH(8) distances are shorter than 
4 Á in model fi12 |  4 , but NOE cross peaks between 
these protons are not observed. Furthermore, NOE 
cross peaks have been observed between aH(l)— 
aH(ll), aH(3)—aH(9), and aH(5)—aH(7), the dis­
tances between these pairs of protons being shorter 
than 3 Á and larger than 5 Á for the /35'61 4 and 
/37'21 4 conformations, respectively. Likewise, the 
distance between aH(l)—aH(9) is shorter than 3 Á 
for model /37 2 f 4 > but larger than 5 Á for model 
jB5 6 1 4 : no NOE cross peak between both protons 
has been observed. Therefore, the aH—aH and 
NH—NH NOEs data from ROESY spectra (Figures 4 
and 5, and Tables II and ID) agree with the /35'6 f 4 
model, pointing out that this is the most probable 
solution structure for XVMe.
Finally, the most stable D,L-altemating XVMe pep- 
tide conformations have been characterized by struc­
ture calculations, using NMR restraints, NOEs, and 
H-bonds. NMR experimental data constraints and dif­
ferent conformational models, /35 6 f 4 and /37 2 f 4 > 
were gradually and simultaneously verified. In a first 
step, NOE restraints were checked, and a set of two 
RMD calculations at two different temperatures was 
run using two different starting model conformations
D ,L -A ltem ating O lig o n o r le u c in e  2 0 7
jB5 6 1 4 and j37 2 f 4 • In all calculations NOE data 
were almost exclusively compatible with the /35 61 4 
structure, and not with /37'21 4 model (Tables VI and 
VH). Nevertheless, the increase of the rmsd valué 
from 300 to 500 K RMD, directly related to the lack 
of restraints at the N-terminus of the double antipar­
allel helix, made necessary the use of additional con­
straints. The ten most stable structures, from an addi­
tional 500 ps RMD at 500 K using the j35'61 4 
H-bond network as additional restraints, show a de- 
crease of rmsd and energy valúes (Table VI). In a 
second step, a set of SARMD simulations at 1000 K 
using NOE and two different sets of H-bond con­
straints were run to check the most stable conforma­
tion of XVMe. To avoid any biased influence of 
starting conformations, a fully extended double anti­
parallel structure was used as the initial conformation 
for the SARMD calculations. Again, the most stable 
SARMD structures fit better to the j35 6 f 4 model 
than to the /37'21 4 model (Table VII). However, the 
rmsd valué with respect to the jB5‘6f 4 model is 
significantly higher than those from RMD calcula­
tions. As it has been previously discussed, the main 
contribution to these higher rmsd valúes is related to 
the distortion at the termini of the double helix con­
formation. Finally, and to obtain a set of more accu- 
rate structures, two SARMD at 1000 K were calcu­
lated using, in addition to the NOE restraints, the 
H-bond networks of the f}5 6 1 4 and fi7 2 f  4 mod­
els, as further constraints. The lowest energy struc­
tures obtained from SARMD at 1000 K using NOE 
and /372 f  4 H-bond network constraints has the 
highest average total and NOE energy valúes, and the 
number of NOE violations is significantly higher, 
máximum 11 and mínimum 4. Particularly important 
are the rmsd valúes with respect to the /35-61 4 and 
j37'21 4 models from SARMD simulations, the low­
est valué corresponding to the calculations in which 
the NOE and /35 6 f 4 H-bond network constraints 
were used. Therefore, either from NMR data (NOE 
and Snh) or RMD and SARMD calculations the 
j35 61 4 model structure (Figure 6) better describes 
the main conformation of XVMe in solution.
CONCLUSIONS
The NMR data clearly indícate that the main confor­
mation of XVMe is a double-stranded antiparallel 
structure, coherent with the jB-helix structures such as 
/35'6 f 4 and /37'2 4 4 • The combination of the ex­
perimental NMR data with the structural information 
from the empirical models allows us to select the 
JB5 61 4  as the most representative structure of the
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t o p  v in w
SIDE VIEW
A B
FIGURE 6  Top views and stereo side views of the backbone superposition of five lowest energy 
structures (in blue) from restrained simulated annealing at 1000 K where the H-bond restraints 
derived from (35 6 f  j  model have been included, vs (A) /35 6 f  i  (in red) and (B) /37 2 f  i  helix 
model (in red).
p ep tide . M o reo v er, the  w ho le  se t o f  re stra in ts de riv ed  
from  the  N M R  d a ta  u sed  in the  m o lecu la r dy n am ics 
ca lcu la tio n s to ta lly  ag ree s  w ith  a d o u b le -s tran d ed  a n ­
tip a ralle l /3-helix and  p o in ts  to  the  /35 6 |  j  as the 
m ajo r c o n fo rm a tio n  o f  th is D ,L-altem ating p ep tide  in 
ch lo ro fo rm  so lu tion .
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Conformational and 
Structura! Analysis of the 
Equilibrium Between Single- 
and Double-Strand /3-Helix of 
a D,L-Alternating 
Oligonorleucine
Abstract: Alternating sequences o f D and L residues in peptides are directly related to the 
formation o f several kinds o f regular helical conformations usually called (3-helices. The major 
feature o f  these structures is that they can be associated with the transmembrane ion-conducting 
channel activity in some natural antibacterial peptides. The studv o f alternating d , l  synthetic 
peptides is critical to understand how factors such as surrounding media, main chain length, type 
o f side chain and terminal groups, among others, can determine the adoption o f a specific kind o f 
helix. Early studies pointed out that the peptides Boc-(D-NLeu-L-NLeu)6-D-MeNLe-L-Nle-D-Nle- 
L-Nle-OMe (Boc: tert-butvloxycarbonyl) and Boc-L-Nle-fn-Nle-L-Nlej^o-MeNle-L-Nle-D-Nle-L- 
Nle-OMe adopt in chloroform a unique detectable conformation single (i4 4- and double ¡356 \  4 - 
helix, respectively. The influence o f terminal groups on the final stable conformation o f N- 
formylated peptides has been studied in this work. The initial basic NMR data analysis o f a synthetic 
alternating D,L-oligopeptide with ten norleucines, N-methylated on the residue 7 and having HCO— 
and —OMe as terminal groups clearly indicates the coexistence o f two different conformations in 
equilibrium. NMR data and molecular dynamics calculations point to a dimeric antiparallel fi-helix 
structure fi5 6 f  |  fo r the main conformation. On the other hand, NMR data suggest a single ¡3-helix 
structure fi* 4 fo r  the second conformation. Finally, a thermodynamic analysis o f the equilibrium 
between both conformations has been carried out by one-dimensional NMR measurements at ten 
different temperatures. The temperature at which 50% o f dimer conformation is dissociated is 319
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K. In addition, the dimer-monomer equilibrium curve obtained shows a AG>Ofor the whole range 
of studied temperatures, and its behavior can be considered similar to the thermodynamic dena- 
turation protein processes. © 2003 Wiley Periodicals, Inc. Biopolymers 73: 000-000, 2004
Keywords: fi-helix; gramicidin A; d,l alternating peptides; two-dimensional NMR; energy mini- 
mization; molecular dynamics; simulated annealing; AMBER forcé field; structure determination; 
thermodynamic analysis
INTRODUCTION
In recent years various linear stereo-co-oligopeptides 
with a  regularly alternating sequence of d  and l  res­
idues along the backbone chain have received consid­
erable attention1-3 because they are able to assume 
several kinds of regular helical conformations, /3-he- 
lices. For instance, this is the case of gramicidin A 
linear polypeptide antibiotic synthesized by Bacillus 
brevis.
Chemical composition and surrounding médium 
contribute together to induce specific preferences for 
some of the several conceivable kinds of j3-helices in 
D,L-altemating peptides. Single-stranded /3-helix are 
symmetrical structures in which the backbone CO and 
NH groups are oriented quasi-parallel to the helical 
axis but in alternating opposite directions. They form 
intrachain hydrogen bonds equivalent in pairs. The 
side chains are oriented perpendicular to the helical 
axis on the outside of the helix.4 These features give 
rise to compact channels structures with pore size 
increasing proportionally with the number of mono- 
mer per tum. Double-stranded /3-helices, both parallel 
and antiparallel, are furthermore stabilized by system- 
atic interchain NH—CO hydrogen bonds between 
adjacent peptide chains.
With the aim of a better characterization of these 
structures and evaluating the role played by factors 
such as the length of the peptide chain and terminal 
groups, a systematic study of different D,L-altemating 
oligonorleucines has been carried out. The norleucine 
is a synthetic lineal amino acid soluble in apolar 
solvents that reduces the conformational effects of the 
side chain due to steric repulsions.3 All these oli- 
gopeptides have been N-methylated in the (n -  3)th 
residue from the N-terminal, where n is the number of 
residues in each peptide, to constraint the number of 
possible conformations that the peptide can adopt 
since this substitution interfiere the intra- or interchain 
H-bond formation.3
In our previous work, the structure of two d , l  
alternating oligonorleucines with Boc-(Zerí-butyloxy- 
carbonyl) and MeO-end groups has been deter- 
mined.5,6 One-dimensional (ID) and two-dimensional 
(2D) NMR data for Boc-XDMe-OMe oligopeptide
clearly point to a simple right-handed j34 4-helix con­
formation in chloroform.5 This global structure is 
supported by the observation of nuclear Overhauser 
effect (NOE) cross peaks between HN(i)-aH(i+4) 
for odd residues and HN(i)-aH(¿—4) for even resi­
dues, and H-bond network deduced from 8 ^  valúes. 
Finally, the whole set of experimental data was co- 
herent with the /ÜJ4'4 conformation as it was observed 
from molecular dynamics and simulated annealing 
calculations. On the other hand, in Boc-XVMe-OMe 
the identification of HN—HN and aH—aH NOE 
connectivities between residues located far away in 
the peptide sequence were exclusively justified by a 
double antiparallel helix conformation. Restricted 
molecular dynamics calculations and the comparison 
of experimental NOE cross peaks with respect to 
model structures point to a double right-handed 
|35 61 I -helix6 as the main conformation of this oli­
gopeptide in chloroform.
By substitution of the bulky Boc group with the 
HCO group in these peptides, the influence of termi­
nal group on the stability of the structure can be 
studied. Henee, the different dimer possible forms, 
like head-to-head or double helix, can be checked 
with particular attention to rule out the head-head 
(formyl-end-to-formyl-end) j344-helix dimer forma­
tion.
In this work, the conformational features of a syn­
thetic norleucine (Nle) decapeptide are reported. 
HCO-XMe-OMe is a peptide with ten D,L-altemating 
norleucine residues that has formyl(HCO)- and 
-OMe as ending groups and present a N-methyl group 
in the 7th residue. a q
HCO-XMe-OMe has the following sequence: 
HCO-(D-Nle-L-Nle)3-D-MeNle-L-Nle-D-Nle-L-Nle- 
OMe. The tridimensional structure of HCO-XMe- 
OMe was characterized using distance and H-bond 
restraints derived from 2D NMR experiments in com- 
bination with molecular dynamics simulations. The 
NMR data in chloroform solution together with MD 
calculation point out to a double-stranded antiparallel 
j35 6 f i  structure as the major conformation in equi­
librium with a secondary single /34 4-helix minor con­
formation.
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MATERIALS AND METHODS
The HCO-XMe-OMe was prepared from the correspond- 
ing Boc-protected peptides, 7  Boc-XMe-OMe, 8  as de- 
scribed in the following protocol. Anhydrous formic acid ( 6  
mL) was added to 200 mg (156 /xmol) Boc-XMe-OMe, and 
the solution was stirred at 50°C for 1 h. After cooling the 
solution to room temperature, 2 mL acetic anhydride was 
added and stirring was continued for 3 h. The crude product 
was isolated by evaporation and dissolved in 40 mL CHC13. 
This solution was washed with 0.5 N NajCC^ then with 
water, and finally dried over MgS04. Evaporation of the 
solvent and recrystallization from CH3 OH/H20  gave 108 
mg (55%) HCO-XMe-OMe, mp 229. The product gave a 
single spot on a silica gel thin layer chromatography (TLC) 
píate (eluent, CHCl3/MeOH 9:1 by volume).
NMR samples were prepared by dissolving 9 mg of the 
peptide in 0.75 mL of deuterated chloroform, giving a dimer 
concentration of 4.98 mM.
!H-NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 
spectrometer operating at 500 MHz equipped with B-CU 50 
temperature control system. Unless otherwise indicated, all 
spectra were acquired at 298 K. Total correlated spectros- 
copy (TOCSY) 9 , 1 0  and rotating frame NOE spectroscopy 
(ROESY) 1 1 , 1 2  spectra were used for sequence-specific as- 
signments of the HCO-XMe-OMe peptide. TOCSY spectra 
were recorded using the MLEV-17 spin-lock sequence. 1 3  
Mixing times for TOCSY were 15, 40, and 80 ms for 
HCO-XMe-OMe peptide. 1 4  Mixing times for ROESY ex- 
periments were 100 and 200 ms. Typically, the number of 
scans varied from 96 to 128, the number of tt increments 
from 256 to 512, and the number of dimensión points was 
4096. Shifted sine-bell or Gaussian window functions were 
applied prior to Fourier transform. The number of points for 
Processing was 2048 or 4096 in both dimensions and zero 
filling was employed to increase the digital resolution. 
When necessary, polynomial baseline corrections were ap­
plied in íi  ^ for ROESY spectra. All the spectra were ac­
quired in phase-sensitive manner with time-proportional 
phase increments (TPPI) . 1 5  Data were processed and ana- 
lyzed on a Silicon Graphics Workstation using the XWin- 
nmr Software.
Interproton distances for the HCO-XMe-OMe peptide 
were obtained by measuring cross-peak volumes in the 
ROESY spectra of oligopeptides. Three upper bound dis­
tances (3, 4, and 5 Á) were considered, corresponding to 
three different intervals of NOE cross-peak intensities 
(strong, médium, and weak, respectively) . 1 6 - 1 9
InsightlI2 0  was used for molecular model construction 
and for structural analysis of the different calculated con­
formations. There is no available x-ray diffraction structure 
for the HCO-XMe-OMe peptide. Consequently, <j> and i// 
/3-sheet dihedral angle valúes from the literature2 1 , 2 2  were 
applied to an extended d ,l  alternating oligonorleucine chain 
and used for the generation of HCO-XMe-OMe initial 
empirical models. As it will be discussed below, NMR data 
show that the main global structure of HCO-XMe-OMe in 
solution is consistent with double antiparallel strands while 
the second structure could be a monomeric conformation.
Conformational energy calculations have shown that the 
double-stranded antiparallel /3-helix with 5.6 (/35 6  t i )  and 
7.2 (p7 2 t i )  residues per tum are stable structures. 2 3  
Henee, these structures were selected as preliminary models 
for dimeric /3-helix situations. The <f> and «¡t dihedral angle 
valúes <f>D =115°, 1^ =  -75°, </>L=-145°, i//-=180°, and 
</>D=135°, -105°, <f> L= -145°, =165° were ap­
plied to perform /3561 i  and /37'21 i  models, respec­
tively. For monomeric structures, conformational energy 
calculations have shown that the /3-helix with 4.4 and 6.3 
residues per tum are stable structures. 2 1  Therefore, for /S4 - 4  
the </> and if/ dihedral angles were set to <f)D= 125°, 
if =  -85°, <p= -80°, «^=100°; whereas for the /30 3  
conformation <f>D= 140°, i\P=- 85°, 4>L= -106°, «^=122° 
valúes were applied. The side chains were initially built in 
their extended conformations.
The DISCOVER software2 4  was used for molecular 
modeling calculations, including energy minimization, mo­
lecular dynamics, 2 4  and simulated annealing. 2 5  For molec­
ular relaxation the following energy minimization scheme 
was used: first, in order to remove bad steric contacts, the 
steepest descent method was applied. 2 6  Then, a more pow- 
erful convergent method, the conjúgate gradient2 7 , 2 8  
method, was used. The AMBER2 9  MSI versión was used as 
forcé field.
Prior to the restrained molecular dynamics calculations 
(RMD), the initial coordinates of the /35  6 f j  , /37 ' 2  |  i  ,
Z34  4  - and f f 3 empirical models were relaxed by the pro­
tocol described above, with 0 . 0 1  in the root mean square 
valué for all atomic derivatives (RMSD) as the convergence 
entena. The theoretical relaxed conformations for double- 
stranded antiparallel /3-helix /35  6 f i  and /37 , 2  f  |  models 
are shown in Figures 1A and IB, respectively. A cutoff Fl 
distance of 17 Á with a switching function between 15 and 
17 Á was used for the van der Waals terms in all energy 
calculations. Electrostatic interactions were calculated by a 
Coulomb potential function with a distance dependent di- 
electric constant £=l*r.
For the dimer conformation, the set of NMR experimen­
tal distances is adequate to be included in restrained molec­
ular dynamics calculation as constraints. Thereby, in the 
case of the double-stranded antiparallel conformations, 
RMD trajectories at 500 K were calculated. The protocol 
used for the RMD at 500 K includes 2 ps of heating 
equilibration, and 250 ps of free trajectory. Structures were 
extracted every 1 0  ps from free trajectory and relaxed by a 
exponential slow cool down from 500 to 0 K and fine 
conjúgate gradient energy minimization.
Additionally, two fully backbone and side-chain ex­
tended polypeptides of ten d ,l  alternating norleucines 
placed in antiparallel relative position, with backbone- 
backbone distance of 9.5 Á, were used as the starting 
structure for restrained simulated annealing calculations 
(SARMD) for the dimer conformation. The initial atomic 
velocities in SARMD calculations were randomly assigned; 
therefore most of the accessible conformational space can 
be adequately sampled. 3 0  In these calculations a 12 Á cutoff 
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D
FIGURE 1 Ribbon models o f H C O -X M e-O M e built up using literature (f> and i/r valúes, and after 
an energy minimization by the steepest descent and conjúgate gradients procedure o f (A) 0 5 6 f  | ,
(B) p7 2 t  | , (C) Z34 4, and (D) \
the van der W aals terms were used. As a first step, a mild 
minimization without constraints was performed in order to 
remove bad steric contacts and improve the stability of the 
simulated annealing calculations. The annealing procedure 
included two stages: potential weight annealing and tem­
perature annealing.”  The process begins with 1 ps at 1000 
K, where the weight contribution of the constraint term is 
larger than the rest of energy terms of the forcé field scaled 
to 2.5*10 - 4 . Immediately afterwards and by means of sev­
eral m olecular dynamics steps at 1000 K, weight contribu­
tion of the bonds, and out-of-plane terms are rescaled 
from 2.5* 10-4  to 1.24 kcal/mol, while the nonbonded term 
is rescaled from 1.5*10 3 to 1.24 kcal/mol. Then, 40 ps of 
temperature annealing is carried out in order to slowly cool 
down the system from 1000 to 200 K in constant decre- 
ments o f 20 K. Finally, the structure was relaxed by the 
steepest descent and conjúgate gradient minimization meth- 
ods. In order to obtain a proper folding of the initial ex­
tended coordinates, in addition to distance constraints, H- 
bond restrictions were included to retine the SARMD cal­
culations. A distance-dependent dielectric constant e = l* r  
was used for SARMD.
The experimental data clearly indícate the presence of 
two conformations in solution for H C O -X M e-O M e in­
volved in an equilibrium dim er-m onom er, which can be 
described as two-state dimer dissociation,
D<S>2M (1)
where D and M are the dimer and monomer conformations,
respectively. Thus, the equilibrium constant (K) can be 
described by
K  =  [M]2/[D] =  P(22a 2)/( 1 -  a )  (2)
where a  is the fraction o f dimer dissociated and P is the
total concentration calculated using the dimeric conform a­
tion molecular weight. Temperature dependence o f ln K  is 
described by the second-order Van’t Hoff equation.
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Table I Resonance Assignments for the Main 
Conformation of HCO-XMe-OMe (ppm) at 298 K in 
d-Chloroform
Residue HN aH 0 H •yH 6 H c h 3
1 8.17 4.73 1.80 1.78 1.30 0.83
2 7.99 5.01 1.61 1.51 1.25 0.78
3 8.47 4.64 1.40 1.63 1.16 0.80
4 8.64 4.51 1.56 1.64 1.25 0.81
5 8.16 4.89 1.67 1.67 1.15 0.82
6 8.95 4.93 1.49 1.49 1.26 0.79
7 — 5.02 1.87 1.39 1.28-1.14 0.80
8 9.29 4.38 1.56 1.64 1 . 2 2 0.80
9 6.64 4.71 1.70 1.61 1.29 0.83
1 0 8.64 4.43 1 . 6 6 1.73 1.27 0.83
lnX = A lt1 + BIT+ C (3)
where T is the temperature in Kelvin. A, B, and C are 
empirical parameters that can be determined by nonlinear 
regression analysis of experimental data. On the other hand, 
d(ln K)ld(\IT) = -AHIR and therefore
AH =  -  R[(2AIT) + B] (4)
Increment in pressure heat capacity can be described by 
d(AH)/dT = ACp and thus
ACP = R lA/T* (5)
Other thermodynamic relations useful for the equilibrium 
analysis are
AG= -  RT\nK (6 )
AS = (AH -  A G)/T (7)
where AG is the Gibbs free energy, AS the entropy, and AH 
the enthalpy.
Dissociated dimer fraction was obtained by measuring 
the integrated intensity valué of NCH3  and OCH3  peaks at 
different temperatures. The dimer concentration used in 
these experiments was 1.96 mM.
RESULTS 
NMR Data
The spin system identifícation for both HCO-XMe- 
OMe conformations was carried out by analysis of 
TOCSY spectra at different mixing times.14 The main 
conformation sequence-specific assignments were ob­
tained by sequential analysis of interresidue NOE 
connectivities HN(i+l)-aH(i) from ROESY spec- 
trum with a mixing time rm of 200 ms (Table I). The
sequential main-chain NOE cross peaks stands out 
easily from the intraresidue HN(i')-aH(i) cross peaks 
and long-distance connectivities because the sequen­
tial correlations are particularly intense. Moreover, 
intraresidue HN(0-aH(i) NOE connectivities can be 
elucidated comparing TOCSY and ROESY experi­
ments. As shown in Figure 2, the exchange process F2 
between dimer and monomer conformations produces 
the observation of TOCSY additional cross peaks 
between HN and aH. For instance, HN(i)—aH(i') 
cross peaks for both conformations connected by 
dashed lines for residues 4, 6, and 9 are shown in 
Figure 2. Exchange cross peaks can be also observed 
and identified in HN—HN and aH—aH ROESY 
spectra regions, as shown in Figures 3 and 4. The F3-F4 
exchange cross peaks in these ROESY regions can be 
easily assigned because these signáis have the same 
sign as the diagonals peaks. On the other hand, NOE 
cross peaks for the second conformation are weak and 
not sufficient for a complete sequence-specific assign- 
ment. Nevertheless, the known sequential assignation 
of the main conformation combined with the addi­
tional information derived from the exchange cross 
peaks allows the sequential assignment of the second 
conformation (Table II). The analysis of the amide T2 
proton Chemical shift is particularly interesting since a 
Shjsj valué higher than 7 ppm indicates that the amide 
proton is involved in a H-bond.3,32,33 From Table I it 
can be deduced that only the HN of residue 9 does not 
form a H-bond in the main conformation. For the 
second conformation, it can be inferred that residues 
2, 4, and 9 are not involved in a H-bond (Table II). 
Proton Chemical shifts for the groups CHO—, NMe, 
and —OMe were 8.26, 2.66, and 3.62 ppm in the 
main conformation, and 8.08, 2.88, and 3.70 ppm in 
the second, respectively. H-bond networks for the two 
conformations in equilibrium were verified by tem­
perature coefficients measurement. The larger the 
temperature coefficient the weaker H-bond. The larg- 
est slope valúes of temperature vs 8 ^  representations 
correspond to HN(9) for the jB5'6 f 1, and HN(4), 
HN(2), and HN(9) for the /B44 conformation. Like­
wise, the temperature coefficients were almost zero 
for the central residues in both conformations, grad- 
ually slightly increasing in the terminal directions. A 
complete agreement between Shn valúes and temper­
ature coefficients has been observed, confirming the 
H-bond networks proposed.
Connectivities between residues located far away 
in the oligopeptide sequence can be detected by the 
ROESY spectrum at rm 200 ms. These long-range 
connectivities are essential to discriminate among dif­
ferent structural models. Moreover, they are critical as 
distance restraints for molecular dynamic calcula-
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F IG U R E  2 Contour plot of the NH— a H  región from the TOCSY spectrum of H C O -X M e-O M E 
at 500 MHz in d-chloroform at 298 K, resulting from the addition o f three spectra recorded with 
mixing times r m of 15, 40, and 80 ms. Dashed lines show cross peaks related through conforma­
tional exchange for some residues. Additional exchange cross peaks are marked with a square.
tions. In particular for the main conformation, the 
interstrand HN(2>—HN(8), HN(4)—HN(6), and 
CHO—HN(10) connectivities (Figure 3) are typical 
correlations of double-strand antiparallel /3-helices.6 
For the second conformation only some few long- 
range correlations are observed due to the low con- 
centration. However, HN(5)—aH(9) and HN(3)— 
aH(7) long-range connectivities are observed in 
ROESY spectra and could be indicative of a single 
/3-helix conformation.5 The whole set of NOE corre­
lations for this conformer is insufficient to properly 
run RMD calculations. Nevertheless, the NOE cross 
peaks observed and H-bond information allow us to 
propose a model structure for the monomer.
Molecular Dynamics
The information obtained from ROESY spectra, as 
T3 HN—HN and HN—aH connectivities (Table III),
points to a double antiparallel /3-helix structure for the
main conformation. On the other hand, the H-bond 
network inferred from SHN and temperature coeffi- 
cient valúes is only compatible with a conformation 
where the HCO group is covered by the last tum of 
the complementary antiparallel strand. Henee,
/35 6 |  i  and /37 ~ f  j  models were selected as initial 
coordinates for RMD calculations in order to test 
different initial points.
The complete set of NOE distance constraints used 
for structure calculation is shown in Table III and IV. T4 
In order to avoid any biased interpretation of RMD 
simulation H-bond restrictions were not included in 
the RMD calculations. When /35 6 1 1 is used as 
starting conformation, the total average energy valué 
for the ten most relaxed structures from a RMD at 500 
K is —165.30 kcal/mol. The backbone RMSDs of 
these ten structures from the /35 6 f  1 and /37 2 1 |  
models are 1.36 and 2.97 Á, respectively (Table V). t s  
Nevertheless, when the /37 2 f i  coordinates are used 
as the initial structure for RMD at 500 K, the total
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FIGURE 3 Contour plot o f the NH— NH región from ROESY spectrum of H C O -X M e-O M e at 
500 MHz in d-chloroform at 298 K recorded with a mixing time Tm of 20 ms.
average energy of the lowest energy structures is 
— 168.01 kcal/mol. These structures, compared with 
the JB5 6 1 i  and (37 2 1 |  model conformations, have 
an RMSD of 1.63 and 3.09 Á, respectively. Therefore, 
RMD calculations at 500 K seem to point to the 
05 6 |  i  model as the structure most compatible with 
NMR experimental constraints. Noteworthy, in spite 
of the differences in the N-terminal group and the 
main-chain length, this conformation is identical to 
the one adopted by the oligopetide Boc-XVMe-OMe 
in chloroform solution.6
Simulated annealing calculations were carried out 
as altemative method to verify the folding of the 
HCO-XMe-OMe dimer conformation, using as ini­
tial coordinates two antiparallel strands in an extended 
conformation, as described above. The most relaxed 
structures from a SARMD, using exclusively distance 
constraints from NMR data, show a distortion at the 
termini of the double helix, with a total average en­
ergy of -105.10kcal/mol and RMSD valúes of 1.50
and 3.22 Á from j35 6 1 4 and j37 2 1 4 models, re­
spectively (Table V). These RMSD valúes show that 
the fi5 6 |  4 conformation is compatible with NOE 
experimental data. In addition, H-bond information 
derived from NMR was included in a second SARMD 
calculation with the aim of refining the structures 
previously obtained. H-bond pairs for the model 
j35 6 f 4 can be inferred from SHN, temperature co­
efficients valúes, and the initial model structures. 
Consequently, simulated annealing calculations in- 
cluding a network of H-bonds as restraints allow us to 
check the coherence between the proposed H-bonds 
and the whole set of NMR experimental constraints. 
When the /35 6 T 4 H-bond restraint network is ap­
plied in the SARMD calculations, a total average 
energy of —106.74 kcal/mol, and RMSD valúes of 
1.19 and 2.96 Á from jB5 6 |  4 and /37 2 f 4 > respec­
tively, are obtained. In Figure 5 the superposition of f s  
ten lower energy structures obtained by this calcula­
tion for both models is shown.
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FIGURE 4 Contour plot o f the a H — aH  región from ROESY spectrum of H C O -X M e-O M e at 
500 MHz in d-chloroform at 298 K recorded with a mixing time r m of 200 ms.
Equilibrium Thermodynamic Analysis
The dissociated fraction of the dimer in solution is 
obtained from the intensity measurement of NCH3
Tabie II Resonance Assignments for the Second 
Conformation of HCO-XMe-OMe (ppm) 
at 298 K in d-chloroform
Residue HN aH 0H yH SH c h 3
1 7.52 4.58 1.91-1.79 1.57 1.28 0.83
2 6.79 4.56 1.63 1.503 1.21 0.83
3 7.95 4.31
4 7.00 4.18 1.54 1.65 1.25 0.83
5 7.14 4.37 1.56 1.67 1.19 0.81
6 8.02 4.59
7 — 5.01
8 7.28 4.33 1.75 1.65 1.24 0.81
9 7.01 4.51 1.79 1.61 1.23 0.81
10 7.68 4.42 1.64 1.73 1.23 0.83
and OCH3 resonances in ID NMR spectra at ten 
different tempera tures. The effect of temperature on 
the dissociated fraction is shown in Figure 6a. Using F6 
Eq. (2) the Kd valué is calculated. When ln K d vs 1/7 
is represented (Figure 6b) the equation for the regres- 
sion analysis is ln K¿ = 3.01 X106 1/72 — 25396.1 1/7 
+ 47.86 with a regression coefficient r2 = 0.99.
The characterization of the AG  dependence with 
respect to the temperature can be calculated by Eq.
(6), and fits well with the following regression curve 
(data is represented in Figure 7a). F7
AG =  -  0.00172 + 0 .5 2 7 -  51.89 
(r2 = 0,99)
The temperatures for AG  =  0 determined by extrap­
olaron are 349.23 and 138.03 K. Both valúes cannot be 
studied by experimental measurements at atmospheric
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Table III List of NOE Backbone Distances Obtained 
from ROESY and Used as Constraints in RMD and 
SARMD for the Main Conformation
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3 * Only half of the whole set of restrictions are listed, being the
remaining restrictions elucidated by symmetry between strands 1 
and 2.
pressure because they are higher and lower than chloro­
form boiling and freezing point, respectively. AH and 
AS are calculated through expressions (4) and (7) re­
spectively (Figure 7b and c). From the Van’t Hoff equa- 
tion, the ACp dependence with the temperature is also 
obtained by expression (5) (Figure 7d).
The stability curve of the dissociation process, 
defined as the variation of the conformational free 
energy of dissociation with the temperature,34 indi- 
cates that the dissociation is unfavorable (AG>0) in 
the studied range of temperatures, which can be ex­
plained because the enthalpic factor is positive and 
prevails over the (AS* 7) term. However, the influence 
of (AS*T) term increases with temperature, favoring 
dissociation process at high temperaturas.
DISCUSSION
Two sets of different cross peaks in HCO-XMe-OMe 
TOCSY spectra can be clearly observed and can be
related to the existence of an equilibrium between 
different conformations. The observation of the ex­
change cross peak between conformations in the 
TOCSY experiment with a mixing time of 80 ms 
indicates that this exchange process is in the millisec- 
ond time scale. These cross peaks can also be ob­
served in the ROESY spectra and identified as such 
because they exhibit the same sign as the diagonal 
peaks, opposite to the NOE cross peaks.
Spin system identification and sequence-specific 
assignments for the main conformation have been 
achieved from TOCSY and ROESY experimental 
data. On the other hand, experimental restraints were 
obtained from ROESY spectra. Particularly signifi­
cant are long- range NOE cross peaks as HN(1)— 
oH(6), HN(8)—aH(3), HN(8)—HN(2), or HN(10)—
Table IV List of NOE Backbone-side-Chain 
Distances Obtained from ROESY and Used as 
Constraints in RMD and SARMD for the Main 
Conformation
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Table V Results Obtained from the Different M olecular Dynamics Calculations
Conditions3 Initial Coordinates E-romi (kcal/mol)b
RMS D in Ác 
v í  /35 6 t  i  Model v í  /37 2 f  i  Model
RMS at 500 K /35 6 T i -1 6 5 .3 0 1.36 2.97
/37 2 T i -168 .01 1.63 3.09
SARMD Extended conformation -1 0 5 .1 0 1.50 3.22
SARMD with H-bond 
restrictions from 
05 6 t  i  model
Extended conformation -1 0 6 .7 4 1.19 2.96
' All these calculations include the experimental NMR distance constraints.
’ Mean total energy calculated with the ten lowest energy structures obtained in each SARMD. 
Mean backbone RMSD calculated from ten lowest energy structures.
CHO that can be directly related to a double-stranded 
antiparallel conformation. Moreover, 5HN valúes from 
Table I and temperature coefficients (data not shown)
indícate that only residue 9 is not involved in a H- 
bond because it is the only residue that shows a 




FIG U R E  5 Top views and stereo side views of the backbone superposition o f five lowest energy 
structures (in blue) from restrained simulated annealing at 1000 K where the H-bond restraints 
derived from the /35 6 f  j  model have been included, vs (A) |35 6 f  ¿ -helix model (in red) and (B) 
j37 2 |  |  -helix model (in red).
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F IG U R E  6 Representation of relationship for fraction 
dimer dissociated (A) and ln K (B) with temperature, ob­
tained by intensity measurements in ÍD-NMR at different 
temperatures.
NH(9) temperature coefficient is the highest for the 
main conformation (between 100 and 3 times larger). 
In the d ,l alternating peptide it is necessary to take 
into account that the NH bond orientation runs in 
opposite directions and parallel with respect to the 
helix axis. All the residues in the first tum are in­
volved in H-bonds. This fact is only possible if the 
relative position of the strands is that the C-termini 
from one strand is covered by the N-terminus from the 
other one. Finally, the position of residue 9 in the last 
tum with the relative orientation of HN pointing out- 
side of the dimer structure can explain the impossi- 
bility of participating in the H-bond, and then its ShN 
valué is lower than 7 ppm and the largest temperature 
coefficient.
In the /35 6 |  j  model, only residues 9 and 7 have 
the amine groups pointing outside of the double helix. 
Since residue 7 is methylated, this model fits well 
with the H-bond network deduced from the experi­
mental data. Nevertheless, for the j37 2 f  j  model 
residues 9, 7, and 5 have the amine group oriented
towards outside the double helix. However, residue 7 
is methylated and residue 5 could form a intrastrand 
H-bond with the N-terminal HCO group. Henee, this 
model could also be in agreement with the H-bond 
network deduced from 8HN valúes, but not totally with 
the temperature coefficients because the NH(5) valué 
is among the smallest, indicating a quite stable H- 
bond in part incompatible with its orientation on the 
/37 2 t  1 model.
Due to the lack of NOE cross peaks caused by the 
low concentration of the monomer specie in solution, 
the sequence-specific assignment was done using the 
exchange cross-peak information and the known as­
signments for the main conformation. However, long- 
distance HN(3)—&agrH(7) and HN(5)—aH(9) cross 
peaks were observed in the ROESY spectra, for 
the second conformation. Furthermore, correlations 
HN(/)—aH(t+4), when (i) is a odd residue, are typ- 
ical from a single /34 4-helix.5 Therefore, the correla­
tions obtained from ROESY suggest a monomer 
structure for the minor conformation. In this case, 8HN 
valúes indícate that the HN in residues 2, 4, and 9 are 
not involved in H-bonds, whereas the H-bond net­
work deduced for the single /36 3-helix indicates that 
residues 2, 4, 6, and 9 are not available for H-bond 
formation. It is interesting to point out that the 8hN 
valué for the residue 6 is 8.02 ppm, clearly indicating 
its participation in a H-bond. This fact is only consis­
ten! with the model fi44 . As mentioned above, the 
temperature coefficient clearly is in agreement with 
SHN valúes for monomer conformation. The largest 
temperature coefficients correspond to HN(2), HN(4), 
and HN(9). These are the residues not involved in 
H-bonds in the /34 4 model. Particularly interesting is 
the temperature coefficient for HN(6) equal to zero, 
the lowest for the monomer conformation. Therefore, 
the complete set of experimental data, NOE cross 
peaks, and H-bond network are in excellent agree­
ment with single /34 4-helix conformation. Henee, the 
j34 4 monomer helix can be propose as the structure 
adopted by the second conformation of HCO-XMe- 
OMe in solution.
Given that for the dimer conformation a complete 
set of distance NMR restraints was obtained from 
ROESY, these experimental data were used in struc­
ture calculations. In RMD calculations at 500 K, we 
found that the experimental restraints are only com­
patible with the model j35 6 |  i  * and that the calcu- 
lation results are independent of the initial coordi­
nates, as proved by the RMSD and energy valúes 
shown in Table V for the most stable structures. 
Finally, SARMD calculation results, using a fully 
extended antiparallel conformation as initial coordí­
nate, again fit better to the model jB5'6 f j  than to the
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FIG U R E  7 Dependencies o f  AG (A), AH  (B), AS (C), and ACp (D) on temperature deduced from 
Van’t Hoff equation.
model /37 2 1 1 . In order to obtain a set of more 
accurate structures H-bond network deduced from the 
5hn valúes, temperature coefficients and the model 
j35 6 f i  were included as additional distance restric­
tions in a SARMD at 1000 K. The lowest energy 
structures obtained under these conditions are closer 
to the /35 6 \  i  folding, as suggested by the decrease 
in the RMSD valúes. Moreover, the energy valué is 
almost the same with and without H-bond restraints. 
Henee, calculations support the agreement between 
the NOE constraints and H-bond restraints and are 
consistent with the /35 6 |  I  folding. Therefore, the 
model jS5 6 |  j  is the structure that better describes 
the main conformation of the HCO-XMe-OMe in 
solution.
In order to analyze the dimer-monomer equilibrium, 
the effect of temperature was studied. The results ob­
tained from the measurements at ten different tempera- 
tures fit well with the second-order Van’t Hoff equation,
as it is shown in Figure 5. The fact that ln K  and 1 IT  do 
not present a lineal correlation indicates that AH  cannot 
be assumed as a constant valué for this system, even in 
this reduced range of temperatures. The stability curve 
of the dissociation process shows that the antiparallel 
dimer is the most stable conformation, because AG  is 
positive in whole range of temperatures measured. This 
curve present a good fit with a second-order polynomial 
expression, suggesting that AG  has a máximum valué at 
243.54 K for the dissociation process, deduced from the 
analytical curve. The stability curve behavior is very 
similar to the dependencies that can be observed in 
protein denaturation processes by temperature,36 37 with 
denaturation at high and coid temperatures. Moreover, 
the temperature dependence of AH  and AS indicates that 
the dissociation at very low temperature could be ex­
plained by a decrease of AH, and not able to compénsate 
the disorder generated by the dissociation. From the 
Van’t Hoff equation the dependence of ACp with tem-
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perature is obtained and can be observe as slightly de- 
creasing in the range of temperatures measured.
CONCLUSIONS
The NMR data clearly point to the existence of two 
different conformations in equilibrium for HCO- 
XMe-OMe in chloroform. Both experimental NMR 
data and molecular dynamics calculations indícate 
that the main conformation for this peptide is a 
dimeric antiparallel /3-helix structure (35 6 }  1 . The 
observation of some NOEs correlations HN(i')— 
aH(/+4) and the H-bonds network by 5hN and tem­
perature coefficient valúes suggest a single /3-helix 
structure /34 4 for the second conformation. A head- 
to-head dimer conformation has not been detected 
under our experimental conditions. This fact suggests 
that the substitution of the Boc N-terminal group by 
formyl group does not play a critical role in the 
stabilization of this kind of structures in chloroform 
solution. Finally, the thermodynamic determination of 
the equilibrium between both conformations has been 
possible by 1D-NMR measurements at different tem­
peratures, and has allowed to explain dimer and 
monomer stability ranges.
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Apéndice IV
Conformational Studies of /3-helix structures in 
Df-alternating oligorleucine peptides by Ca and H a Chemical 
Shifts and FTIR spectroscopy 
J. Am. Chem Soc. 2004 (enviado)
E. Navarro, E. Fenude, A.M. Roggio and B. Celda 
ABSTRACT
The conformational analysis o f D,L alternating peptides is an 
altemative way to enhance our knowledge about the p-helix 
transmembrane ion channels and how different factors like the main 
chain length or terminal groups affect the adoption o f a specifíc p- 
helix structure. A family o f oligopeptides formed by D,L alternating 
norleucines has been selected to analyze the influence o f those factors 
on the p-helix conformational features. Inter-conformer steric 
repulsions were reduced using lineal side chains. Boc and formyl have 
been used as terminal groups, and all these peptides are methylated in 
the residue (n-3). Previous NMR data combined with Molecular 
Dynamics calculations indicated that Boc-XIIMe-OMe and Boc- 
XVMe-OMe addopt in chloroform a single right handed p44 and a 
double right handed antiparallel p5 6 conformations, respectively. For 
the peptide HCO-XMe-OMe, the equilibrium between a p44 and 
t 4 p 5 6 conformations has been thermodinamically determined using 
the same experimental methodology. The combined analysis o f this 
previous structural information, H and C secondary Chemical shifts 
(A8) and FTIR data has allowed to establish empirical rules to identify 
the p-helix conformation for the whole set o f these oligopeptides. The 
discrimination among the different p-helix confígurations has been 
properly achieved by the analysis o f Ha secondary Chemical shifts 
(A8Ha)- A8hcx valúes for p4 4 conformation are negative while for
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T>lp5 6  structures are positive. On the contrary, a direct correlation 
between Ca and Cp Chemical shifts and P-helix conformation was not 
found. Additionally, the FTIR spectra in solution showed that the 
amide I bands are strongly dependent on the conformation and 
allowed to associate the bands at 1646 cm' 1 and 1633 cm' 1 to p4 4  and 
T4<p5 6  configurations, respectively. The analysis of the whole family 
of norleucine oligopeptides indicated that if the main chain length 
increases, the 1 ¿p 5 6  conformation is more favourable by stabilisation 
through additional inter-strand H-bonds. On the other hand, the 
deletion of the Boc group reduces the steric effects in the N-terminal 
part of the peptide, shifting the conformational equilibrium towards 
the T 4<p5 6  structure.
INTRODUCTION
Several natural antibacterial peptides as gramicidin A[l,2] 
have regular alternating sequences of L- and D- aminoacids, and have 
generated some interest since they adopt different p-helix 
conformations[3,4]. P-helix structures possess a hollow core that is 
related to the ability to form transmembrane ion channels. For 
instance, the biological function of the gramicidin A is the transport of 
monovalent ions through the lipid bilayer[5]. The characterization of 
ion channels at a molecular level is a fundamental problem in 
neurobiology, because they regúlate electrical activities in the nervous 
system as communication between cells or the influence of hormones 
and drugs on cell function.
To elucidate the role played by structural factors, as the main 
chain length and the nature of the N terminal group, a family of 
oligonorleucin D, L- alternating peptides has been studied. In these 
peptides, a N-methyl substitution has been included, with the aim to 
avoid certain H bonds and henee constrain the number of possible
110
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In Previous ID and 2D NMR studies carried out for XIIMe, 
NH(i)-aH(i+4) NOE cross-peaks for odd residues and NH(i)-aH(i-4) 
for even residues, together with the H-bond network deduced from 
8 nh valúes suggested a single right handed p4 4  helix conformation for 
this peptide in chloroform solution[8 ](Figure 1A). These results were 
in totally agreement with Molecular Dynamics and Simulated 
Annealing calculations where the whole set of experimental restraints 
were included. For XVMe, NH-NH and aH-aH NOE’s correlations 
between residues far in the sequence were observed in NMR spectra. 
This can only be explained by the adoption of a double antiparallel 
helix. Restricted Molecular Dynamics calculations and the comparison 
of experimental NOE cross-peaks with respect to model structures 
pointed out a right handed T i p 5'6 helix as the main conformation 
adopted for XVMe in chloroform solution[8 ](Figure IB). A similar 
study carried out for HCOXMe indicated that this peptide is involved 
in a equilibrium between two conformations, since two different sets 
of peaks were observed in NMR spectra. The results for the main 
conformation were in agreement with a right handed t 4 p 56 helix 
structure and suggested a single right handed p44 helix conformation 
for the second conformation[10]. The reduced population of some 
minor conformations and the limited solubility of some D,L 
alternating oligopeptides prevents their complete structural 
determination by standard two-dimensional NMR[8-10]. NMR 
methods based on nuclear Overhauser effects (NOEs) have become
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routine tóols for determining the secondary and tertiary structure of 
peptides and proteins in solution[l 1], However, one drawback of these 
methods is that NOEs require tens to hundreds of milliseconds to 
manifest themselves. Therefore, the existence of múltiple 
conformations in rapid exchange complicates quantitative 
interpretation of the data. In these cases it would be very usefiil to 
apply more general experimental methodologies, as secondary 
Chemical shifts indexes and IR spectroscopy, for the characterization 
of p-helix confígurations.
Chemical shifts are very sensitive to peptide and protein
conformation, and are NMR parameters readily measurable. Either *H 
1 ^or C secondary Chemical shifts (A8 ) have been extensively correlated 
to polypeptide backbone conformations [12]. In particular, Ha, Ca 
and Cp secondary Chemical shifts have been used to determine the 
peptide secondary structure [12]. For instance, in structured 
polypeptides the conformational shifts of backbone protons (A8 h« ) 
and carbons (A8 c<x) have opposite signs depending on whether the 
amino acids residues are located in P-sheet or in helical regions of the 
protein [13]. Furthermore, in some cases, the periodic character of 
helical components have been also correlated to the amide proton 
Chemical shifts[14].
Vibrational spectroscopy (infrared and Raman) is inherently 
capable of determining three-dimensional structure and can be used 
for a variety of physical States. In particular, through the use of normal 
mode analysis to predict the vibrational frequencies associated with a 
proposed structure, the IR can be used to obtain information on the 
secondary structure of polypeptide molecules [15]. Normal modes for 
single-stranded p4  4  and p6 3 and for double-stranded t l p 5 6, 14<p72, 
t t p 5 6  and t t p 7 '2  hélices have been calculated and compared to 
different conformational States of gramicidine.
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1 1 'XIn the present work H and C AS valúes and IR normal amide 
vibrations of the six oligonorleucines were determined. These valúes 
were compared to the experimental structures previously determined 
by NMR in chlorofoim for XII Me (p44), XVMe ( t ip 5 6) and 
HCOXMe (T4-p5 6 p4'4). A good correlation between P-helix
conformations and A8 na valúes has been found, but not for 
A8 ca valúes. Likewise, IR amide I bands in solution show a clear 
correlation to different types of P-helix structures.
MATERIALS AND METHODS 
Peptide Synthesis
The synthesis of this family of D,L alternating oligopeptide has been 
described elsewhere [6 ]. Meanwhile the HCO- peptides were prepared 
from the corresponding Boc-protected peptides, as described in the 
following preparation[16]. Anhydrous formic acid ( 6  mL) was added 
to 200 mg Boc-peptide, and the solution was stirred at 50°C for 1 
hour. After cooling to room temperature, 2mL acetic anhydride was 
added and stirring was continued for 3 h. The crude product was 
isolated by evaporation and was dissolved in 40 mL CHCI3 . This 
solution was washed with 0.5 N Na2CC>3 then with water, and dried 
over MgSÜ4 . Evaporation of the solvent and recrystallization from 
CH3 OH/H2 O gave 108 mg (55%) HCO-peptide, m.p. 229. The 
product gave a single spot on a silica gel tic píate (eluent, 
CHCh/MeOH 9:1 by volume).
In general, all solvents were purified by conventional methods. 
Evaporations were carried out under reduced pressure. Melting points 
were determined on a Büchi melting point B-540 and are uncorrected. 
Preliminary NMR spectra were recorded at 400MHz on a Varían 
Spectrometer Systems with VNMR 6.1C software. Splitting pattems 
are abbreviated as follows: (s) singlet, (d) doublet, (t) triplet, (q) 
quartet, (m) multiplet. The optical rotations were measured in a 1 dcm
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cell (1 mi) on a Perkin Elmer model 341 polarimeter at 589 nm ( NaD 
line). High performance liquid chromatography (HPLC) for all 
fragments was performed on a Mass Peptide Syntheses.
Amino acids and derivativies for Boc-Gly-Gly-Nleu-Ala-OMe. 
The following amino acids and derivatives served as starting materials 
and were obtained as indicated: H-L-Nle-OH, H-Gly-Gly-OH, HC1 H- 
L-Ala-OCH3 were used as commercially available (Fluka). Boc-L- 
Nle-OH, Boc-Gly-Gly-OH, were synthesized from the corresponding 
amino acids by the di-tert-butyl-dicarbonate method[17].
Removal of Boc Group. The N-Boc-protected amino acid or 
peptide was treated with 1:3 (v/v) CF3 COOH/CHCI3 at r.t. for 10 
hours. Then, the solvents were removed. Hexane was added to the 
residue and the solution obtained evaporated again. This operation 
was repeated twice. Excess CF3 COOH still remaining in the 
trifluoroacetate salts thus obtained was neutralised with 4- 
methylmorpholine (NMM).
Synthesis of Boc-Gly-Gly-OH. A solution of H-Gly-Gly-OH 
(0.706 g, 5,345 mmol) in a mixture of dioxane (20 mi), water (10 mi) 
and 1N NaOH (1 eq, 5.34 mi) was stirred and cooled with an ice- 
water bath. Di-ferí-butyl dicarbonate (1.28 g, 5.88 mmol, 1.1 eq) was 
added and stirring was continued at room temperature ovemight. The 
following day, the solution was concentrated in vacuum to about 1 0  to 
15 mi, cooled with an ice-water bath, covered with a layer of ethyl 
acétate (30 mi) and acidified with a dilute solution of KHSO4  to pH 2-
3. The aqueous phase was extracted with ethyl acétate and the 
extraction repeated. The ethyl acétate extracts were pooled, washed 
with water ( 2 x 30 mi), dried over anhydrous Na2 SC>4 . Solvent was 
evaporated at reduced pressure, giving Boc-Gly-Gly-OH (1,24 g, 8 8  
%), which was used without further purification: HPLC purity 100%, 
tR 13.40 min. (gradient...); M.p.l37-138°C; -mass spectroscopy (-MS)
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[MH*] =232,1 *H NMR ( 400MHz, CDC13), 8 : 1.454 (s, 9H, Boc), 
3.844 (s, 2 H, a-CH2), 4.027 (s, 2 H, a-CH2), 5.78 (br. t, 1 H, 
BocNH), 7,20 (br. t, 1 H, NH).
Synthesis of Boc-Nle-Ala-OCH3 . A mixture of Boc-Nle-OH 
(1.991 g, 8.61 mmol), N-methylmorpholine (0.95 mL, 8.61 mmol), 
isobuthylchloroformate (1.14 mL, 8.61 mmol) and CHCI3  (150 mL) 
was stirred and cooled to -15 °C with an ice-salt bath for 30 min to 
allow the formation of the mixed anhydride. At that time a solution of 
the HCl-H-Ala-OCH3 (1.20g, 8.61 mmol), 4-methylmorpholine (0.95 
mL, 8.61 mmol) and CHCI3 (50mL), cooled to -15 °C, was added and 
the reaction mixture stirred and allowed to warm up slowly ovemight. 
The solution was washed with water (70 mi x 3), HC1 IN (70 mi x 3), 
saturated NaHCC>3 (70 mi x 3) and water again (70 mi x 3). It was 
dried over Na2 SC>4 , filtered from the drying agent and the solvent was 
removed by evaporation under reduced pressure. The crude 
oligopeptide was purified by crystallization from ethyl acetate/hexane 
. Yeld: 2.32 g ( 83 % ) .[ o c ] d  =-40.8° (c =1 in methanol); M.p.83-84°C; 
mass spectroscopy (-MS) [MH*] =316,3 lH NMR (400MHz, CDC13), 
8 : 0.89 (br. t, 3H, Nle e-CH3), 1.39-1.41 (m, 4H, Nle y,S-CH2), 1.44 (s, 
9H, Boc), 1.57, 1,82 (br. d, 2H, Nle P-CH2), 1.62 (s, 3H, Ala P-CH3), 
3.74 (s, 3H, OCH3), 4.04 (d, 1H, Nle cc-CH), 4.53-4.60 (m, 1H, Ala a- 
CH), 4,96 (br. d, 1 H, Boc NH), 6.52 (d., J=6 .6 Hz, 1 H, Ala NH). 13C 
NMR (400MHz, CDCI3), 8 : 14.28, 18.72, 22.79, 27.98, 28.67, 32.63, 
48.31, 52.72, 54.85, 80.29,155.73,171.84,173.19.
Synthesis of Boc-Gly-Gly-Nle-Ala-OCH3 . A mixture of Boc- 
Gly-Gly-OH (1.24 g, 5.34 mmol), N-methylmorpholine (0.59 mL, 
5.34 mmol), isobuthylchloroformate (0.70 mL, 5.34 mmol) and 
CHCl3/THF(150/20 mL) was stirred and cooled to -15 °C with an 
ice-salt bath for 30 min to allow the formation of the mixed anhydride. 
At that time a solution of the TFA-H-Nle-Ala-OCH3  (1.76 g, 5.34 
mmol), 4-methylmorpholine (1.55 mL, 5.34 mmol) and CHCI3
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(50mL), cooled to -15 °C, was added and the reaction mixture stirred 
and allowed to warm up slowly ovemight. The solution was washed 
with water (70 mi x 3), HC1 IN (70 mi x 3), saturated NaHC03 (70 mi 
x 3) and water again (70 mi x 3). It was dried over Na2 SC>4 , filtered 
from the drying agent and the solvent was removed by evaporation 
under reduced pressure. The crude oligopeptide was purified by 
crystallization from CH2 Cl2 /diethyl ether. Yeld: 1,81 g ( 79 %). [a]o 
=-34.6° (c =1 in methanol); M.p.l61°C; mass spectroscopy (-MS) 
[MH+] = 430.3 *H NMR (400MHz, CDC13), 8 : 0.88 (br. t, 3H, Nle e- 
CH3), 1.39-1.41 (m, 4H, Nle y,8 -CH2), 1.44 (s, 9H, Boc), 1.60 (s, 3H, 
Ala p-CH3), 1.63, 1,85 (br. d, 2H, Nle P-CH2), 3.73 (s, 3H, OCH3), 
3.88 (br.s, 2 H, Gly a-CH2), 3.98-4.02 (dd, 2 H, Gly <x-CH2), 4.46- 
4.50 (q, 1H, Ala a-CH), 4.53-4.56 (t, 1H, Nle a-CH), 5.37 (br. d, 1 H, 
Gly BocNH), 6.74 (br.d., 1 H, NH), 6 . 8 8  (br.d., 1 H, NH), 7.08 (br.d., 
1 H, NH).
NMR spectroscopy
NMR spectra for structural characterization of the D,L 
oligonorleciones were recorded on a Bruker Avance spectrometer 
operating at 500 MHz equipped with B-CU 50 temperature control 
system. Unless otherwise indicated, all spectra were acquired at 298K. 
TOCSY[18,19] and ROESY[20,21] spectra were used for sequence- 
specific assignments. TOCSY spectra were recorded using the 
MLEV-17 spin lock sequence[22]. Mixing times for TOCSY were 15, 
40 and 80 ms[23]. Mixing times for ROES Y experiment was 200 ms. 
Ca Chemical shifts were obtained by 2D 13C-HSQC experiment[24] at 
natural abundance. Typically, the number of scans varied from 96 to 
128, the number of ti increments from 256 to 512, and the number of 
t2  dimensión points was 4096. Shifted sine-bell or Gaussian window 
functions were applied prior to Fourier transform. The number of 
points for Processing was 2048 or 4096 in both dimensions and zero 
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filling was employed to increase the digital resolution. When 
necessary, polynomial baseline corrections were applied in W2  for 
ROESY spectra. All the spectra were acquired in phase-sensitive 
manner with time-proportional phase increments (TPPI)[25]. Data 
were processed and analyzed on a Silicon Graphics Workstation using 
the XWinnmr and Sparky Software[26].
FTIR spectroscopy
IR spectra were recorded in a Bruker equinox 55 Fourier 
Transform IR spectrometer equipped with a DTGS detector, KBr 
beamsplitter and a MIR- source. The spectra were recorded with a 
resolution of 1 cm' 1 by coadding 64 interferograms. The data were 
processed with a phase resolution of 128 and a zero filling factor of 2. 
Blackmann-Harris 3-temí was applied as apodization function. IR 
spectra in deutered chloroform solution were carried out using a KBr 
cell with a peptide concentration over 4 mg/ml. Acquisition of the IR 
spectra in solid State was performed in disks of a mixture peptide/KBr.
RESULTS AND DISCUSSION
Ca Chemical shifts analysis.
The study of Chemical shifts is a useful tool for the 
identification of secondary structure[27,28] or screening folding 
transitions[13]. Random coil Chemical shifts valúes are employed as a 
bench-mark in this studies. They are defined as the experimentally 
measured Chemical shifts of an amino acid residue within a peptide 
which is free to access all sterically allowed regions of its 
conformational space. Usually, random coil Chemical shifts are 
measured using short substituted lineal peptides and assuming that 
these peptides are sufficiently short to remain completely 
unstructured[29,29]. For measuring the random coil shifts for
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Norleucine in chloroform, a peptide Boc-Gly-Gly-NLeu-Ala has been 
synthesized.
Ca random coil Chemical shifts of 52.11 ppm for norleucine 
was obtained by the combined analysis of ^-TOCSY and I3 C-HSQC 
NMR experiments in chloroform solution at 298 K, referenced to 
TMS. The sequence specific deviation of the Ca secondary Chemical 
shift (A8 Ca) defined as the difference between the observed Chemical 
shifts and the corresponding random coil shifts, are shown in Figure 2 
for XMe, XIIMe(p44), XVMe(t¿p5 6) and the main conformation of 
HXMe(t4p56). In general, a not definitive correlation between A5c«- 
values and p-helix conformation is observed, in contrast to other 
regular secondary structures as P-sheet and a-helix[31,32]. The mean 
ASca valué for XIIMe, XMe, XVMe and the HXMe in its main 
conformation are >0.10, -0.07, -0.46 and -0.57ppm respectively, 
excluding N and C terminal amino acids and methyled residue. The 
effect of the N-methyl substitution at the n -3 residue is clearly 
identifíed by a strong A8 ca positive valué from 2.8 to 3.8 ppm, 
affecting the previous residue too, with A8 ca valúes from -2.9 to -4.4 
ppm. When the sequence is analyzed from the methylated residue to 
the N terminal group, a slight altemation between A8 ca valúes clearly 
negative and valúes near to zero can be observed. This fact can be 
related to the D,L- altemating behavior of this peptides. Nevertheless, 
in XVMe and the main conformation of HXMe the altemation in A8 ca 
valúes vanish for the residues near the N terminal región because 
these peptides present a t l p 5 6  helix conformation. This feature could 
be associated to the spatial proximity of the methyl group from the 
other antiparallel strand.
Ha Chemical shift analysis.
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The specific deviation of the secondary aH Chemical shifts 
(A 8Ha)  presents a strong dependence on the H-bond formation. Henee, 
it is a useful parameter to characterize different structures. In the 
histograms shown in Figure 3, two different pattems are found. 
XIIMe, XMe and the minor conformation of HXMe show a mean 
A8 na valué, of - 0.19, - 0.27 and - 0.25 ppm respectively, excluding 
N and C terminal residue, the methylated residue and the following 
residue to the methylated one. This fact suggest that both peptides 
adopt the same conformation p4  4, since it has been shown that XIIMe 
presents a p4 4  helix structure in chloroform[8 ]. On the other hand, 
mean A8 h<x valúes of 0 . 1 1  and 0.18 ppm have been observed for 
XVMe and the main conformation of HXMe, respectively. These 
positive mean A8h<x valúes can be associated to doubled t>lp5 6 helix 
conformations, since T>lp5 6  helix is the structure adopted by XVMe in 
chloroform solution[8 ]. Moreover, these results clearly agree with the 
conformational equilibrium proposed for HXMe between p4 4  and 
T >lp5 '6  helix conformation[l 0 ].
In many proteins with a-helix structure a periodicity in the 
A8 h<x valúes is observed[33,34], This behaviour can be used to 
determine the helix peach. Some authors point to the helix distortions 
that modify H-bond distances and hidrophilic periodicity in the 
sequence as the main reason to explain this feature[14,34]. 
Nevertheless, the A8 Ha valúes for the oligopeptides studied in this 
work do not show any periodicity. This fact can be justified by the 
complete hidrophobic aminoacid sequence without any curvature 
distorting the helix
IR spectra in solution state.
In principie, the aim of this work is not to achieve a complete
assignment of the vibrational spectra. However, the analysis of the
conformationally dependent amide bands can be useful in structural
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studies to elucídate the conformation adopted by each D,L-altemating 
oligonorleucine peptide. In d-chloroform solution the amide bands A 
and I have been observed.
Amide bands A (Figure 4, left) arise from Fermi resonance 
between the NH stretching frequency and the first overtone of amide 
II, consisting mainly of NH bounds in plain motion, these bands 
usually appear around 3300cm_1. All the peptides without Boc and 
XVMe present similar frequencies from 3283 to 3286 cm'1. 
Nevertheless, the amide A bands for XMe and XIIMe appear at high 
frequencies, 3298 cm’ 1 and 3289 cm' 1 respectively (Table 1). This fact 
indícate that the hydrogen bonds are somewhat weaker in the two 
latter peptides.
The amide I modes come mainly from CO stretch. Usually, the 
frequency of these modes show a strong dependence on structure, 
mainly due to effects of transition dipole coupling[35] .In the IR 
spectra (Figure 4, right) of XMe and XIIMe, very strong bands are 
observed at 1650 and 1646 cm'1, respectively. On the other hand, 
XVMe and HXVMe show intense bands at 1633 and 1632 cm'1. The 
shift in the amide I frequencies can be clearly related to a 
conformational difference. The comparison of these results with 
previous studies[8 ,8 ] indicates that frequencies over 1646cm'1 can be 
associated to a |34 4  helix structure, while bands around 1633 cm' 1 can 
be correlated to a t4<p5 6 helix conformation. On the other hand, the 
two shorter peptides without Boc terminal group show two strong 
bands in this región, 1649 and 1633 cm' 1 for HXMe, and 1648 and 
1633 cm' 1 for HXIIMe. A similar behavior has been already described 
for a D,L altemating polyphenylanaline oligopeptide of fifteen 
residues[15] in chloroform solution. Such feature has been associated 
to the presence of two different conformers in equilibrium. For 
HXMe, the results obtained from the IR spectra completely agree with 
previous NMR data and Molecular Dynamics calculations. This fact
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suggests this peptide present a conformational equilibrium between 
two different conformations, a t4 p 5 6  helix and p4 4  helix[1 0 ] for this 
peptide. From HXIIMe IR spectra, it can be inferred that this peptide 
follow a conformational behavior similar to HXMe. This is confinned 
by NMR data where two different sets of peaks are observed (data not 
show) suggesting the conformational equilibrium. The experimental 
amide I frequencies are coherent with the predicted by theoretical 
normal mode calculations[36] (1648 cm' 1 for p4 4  and 1636 cm' 1 for 
T>lp5'6). The most likely reason for the differences between the 
experimental and theoretical frequencies is the model approximation 
used in the calculations. Calculations are done for D,L altemating 
infinite helical structures and replacing the side chain by a point mass 
equal to CH3 at the Cp atom.
In previous work, Naik, V.M. suggested that D,L altemating 
polyphenylalanine peptides of 8 , 10 and 15 residues in chloroform 
adopt a t i p 5 6  conformation assiciated to IR bands at 1645 cmfcl[15]. 
However, the IR analysis for oligonorleucines confirmed by NMR 
data clearly indicates that the band at 1646cm'1 is correlated to a p4  4  
conformation. Based on these results, previously published data have 
been reinterpreted. Polyphenylalanine peptides with lengths of 8  and 
1 0  residues adopt a to a p4 4  conformation according to this new 
information. Meanwhile the polyphenylalanine with n = 15 probably 
shows a equilibrium between p4  4  and T4^ p5 6 conformations as HXMe 
and HXIIMe. This affirmation agrees with previous IR data obtained 
for gramicidin, where different double p-helix conformations show a 
amide I band at 1633 cm_1[37].
The IR data indicate that the amide I mode is very sensitive to
conformation and can be useful to characterize several types of p-
helices. Thus, from these bands it can be inferred that XMe and
XIIMe adopt a p4  4  helix conformation while the structure of XVMe
and HXVMe is a t ¿ p 5 6  helix. On the other hand, HXMe and HXIIMe
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present a equilibrium between both conformations, p4 4  and T>lp5 '6  . 
Henee, this experimental data suggest that an increase of the main 
chain length of the D,L oligopeptide, more or equal than fifteen 
residues, can stabilize particularly the dimeric conformation. 
Moreover, the deletion of the Boc group at the N terminus induces the 
dimeric conformation, as it has been observed in the shorter peptides 
HXMe and HXIIMe, probably due to reductions in the steric 
repulsions between the two strands.
IR spectra in solid State.
All the peptides in general show similar amide bands A, B, I, 
II, III and V in solid state(Figure 5), as it can be observed in Table 2. 
These results suggest that the conformation of all this oligopeptides in 
the solid State is almost identical. Amide bands A and B for these 
oligopeptides appear between 3290-3285 cm-1 and 3069-3066 cm' 1 
respectively. The amide I very strong bands are present from 1628 to 
1634 cm'1. These frequencies are quite similar to the amide I band 
measured in solution (1633 cm'1), which has been associated to a 
t4 p 5 6  helix conformation. The amide II mode, mainly NH bond in- 
plane motion an some CN bond strech, is observed from 1529 to 
1533cm_1. The amide III presents three weak bands between 1283- 
12850^, 1247-1250 cm' 1 and 1218-1227 cm'1. Finally, amide V 
mode consists of an NH bond out-of-plain bend and a CN bond 
torsión from 684 to 698 cm"1. The observed IR frequencies for all the 
oligonorleucines studied are consistent with the ones calculated for 
T4-p5 '6  structure[36].
The different results obtained in solution and in solid State 
clearly show the important role of the solvent , chloroform in this 
case, in the stabilization of the conformation p4  4  helix with respect to 
the t4 p 5 6  helix.
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Figure 1. Lowest energy structures obtained from molecular dynamics calculations: 
(A) XIIMe |34 4 helix conformation and (B) XVMe Tlp56 helix conformation.
Figure 2. Sequence specific Ca Chemical shift deviation from random coil for 
XIIMe, XMe, XVMe and HXMe main conformation.
Figure 3. Specific Ha Chemical shift deviation from random coil for for XIIMe, 
XMe, XVMe, HXMe(l) (main conformation) and HXMe(2) (secondary 
conformation).
Figure 4. Regions Amide A (left) and Amide I y II (right) in the IR spectra of 
XMe(a), XIIMe(b), XVMe(c), HXMe(d), HXIIMe(e) and HXVMe(f) in chloroform 
solution.
Figure 5. Regions Amide A (left) and Amide I y II (right) in the IR spectra of 
XMe(a), XIIMe(b), XVMe(c), HXMe(d), HXIIMe(e) and HXVMe(f) in solid state.
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Table I Observed Amide frecuencies (cm'1) in d-cloroform
XMe : ! XIIMe XVMe HXMe HXIIMe HXVMe
A 3298 s 3289 s 3283 s 3285 s 3286 m 3285 m
I . , 1678sh 1679 sh 1678 sh 1683 sh
' 1650 vs 1653 sh 1649 vs 1648 vs
1636 sh 1646 vs 1632 vs 1633 vs 1633 vs 1632 vs
(vs) very strong, (s) strong, (m) médium, (w) weak and (sh) shoulder.
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